Szakmai indoklas Ilumina MiSeq tjgeneraciés szekvenaléhoz

A PTE KK Orvosi Genetikai Intézet az emberi genom velesziiletett és szerzett
rendellenességeivel, az ezek kovetkeztében kialakuld koéréllapotok diagnosztikajaval,
megel6zésével és kezelésével foglalkozé diagnosztikus-, betegellato-, oktatd- és kutathely.
2015-ben az Emberi Erbforrasok Minisztériuma az Intézetet hivatalosan is Ritka Betegségek

Szakért6i Kozpontnak jelslte ki.

A projekt sordn a genomikai szinten meghatarozott ritka &s diagnosztizalatlan (rare and
undiagnosed diseases) betegségek egy kiemelt korének kutatasat és a diagnosztikai, terapias
szempontbol relevans fejlesztését tervezziik elvégezni. A projekt médszertanat tekintve a
legkorszeriibb molekuléris bioldgiai, bioinformatikai és molekularis genetikai modszereket
alkalmazva valésulnak meg a tervezett célkitlizéseink, melyek hozzijarulhatnak 1j

diagnosztikai és terapiés eljarasok fejlesztéséhez.

Az intézmény a projektben elérni kivant eredményeihez elengedhetetleniil sziikséges a
hosszii tavl céljainkhoz illeszkedd, miiszerpark fejlesztése, koztiik az Ilumina MiSeq
Ujgeneracids szekvenalo (NGS) késziilék beszerzése, amely egy koltséghatékony asztali

szekvenal6 berendezés.

Az Ilumina cég a magas atereszt6képességii DNS szekvenal6 berendezések vezetd gyartdja
vilagszerte. Az ujgeneracios szekvenalds soran keletkezd adatok jelentds hanyada az altaluk
gyartott ¢s forgalmazott Ujgeneracios szekvenalo késziilékekbol szarmazik. Az Illumina a
»Sequencing By Synthesis” technolégidjat alkalmazva teszi elérhetévé a szekvenalds
hasznélatét szamos teriileten. A ,,Sequencing By Synthesis” (SBS) technoldgia felhasznalasaval
hoztéak létre a vilagon elérhetd 8sszes szekvenciaadat tobb mint 90%-at. Az Illumina késziilékek
nagy pontossaguak, nagy mennyiségii szekvencia adatot szolgaltatnak, megfeleléen nagy read

hosszal és kivansag szerinti lefedettséggel.

Az Illumina MiSeq az egyik leggyakrabban hasznalt platform a kutato, illetve a klinikai
vizsgalatokat folytat6 laboratériumokban, mely a leggyorsabb ¢és legsokoldaliibb megoldas
abban az esetben, ha a kisérletre rendelkezésre 4ll6 idé limitalt. A szekvenaldsi folyamat
(beleértve a nyers adatok feldolgozasat) akar 8 6ra is lehet. Jelenleg a MiSeq rendszer
rendelkezik a legegyszeriibb szekvenalasi médszerrel az Ujgeneracios szekvenalok koziil. Az

eredmények kiértékelése napok helyett 6rdkban mérhet. A Nextera tipust konytarkészit6



reagens segitségével a szekvenalashoz hasznalt konyvtarak készitése minddsszesen 90 percet
vesznek igénybe. Ezt kovetben a Miseq késziiléken automatizalt klondlis amplifikacié és
szekvenalés alkalmazasa 4 6ra alatt végrehajthatd. A rendszerbe integralt vezérl szamit6gép
hasznalataval a MiSeq rendszer alkalmas a teljes adatelemzést mindosszesen 3 6ra alatt

elvégezni.

Felhasznélobarat érintéképernyés kezeléfelilletének és az el6készitett reagenseknek
kdszonhetden nagyon egyszerti a késziilék hasznalata és kezelése. A késziilék a reagensek LOT
szamanak azonositdsaval rendelkezik. A kompakt MiSeq alkalmas a klaszterek képzésére,
paired-end olvasasra és az adatok elemzésére is. Ennek k&szonhetéen az egyéb kiegészitd
berendezések sziikségtelenné valnak, igy a laboratériumban minimalis helyigény sziikséges. A
késziilék innovativ integralt ,,mint4t6l az eredményig” munkafolyamata lehet6vé teszi DNS és
RNS alapu feladatok végrehajtasat minimalis manualis munka beiktatisaval. A szekvenalds
mind6ssze egy gombnyoméssal elindithaté, ezaltal a,mintétol az eredményig“ munkafolyamat
a felhaszndlé beavatkozasa nélkiil zajlik, ezaltal kizarja az esetleges hibdkat. A MiSeq
ateresztOképessége rugalmasan véltoztathaté, igy kisebb kihozatalra véltva kisebb
ateresztGképességli feladatok ellatdsara is megfeleld, melynek révén lehetévé valik a Sanger
szekvenalds, valamint a qPCR alapu technikak elhagyasa. Az egy futdsban szekvenalhatd

mintak szama tetsz6legesen valtoztathatd 1 és 384 kozott.

Az Illumina MiSeq berendezés futtatdsonként 1-25 millio egyedi szekvenalasi leolvasas
végrehajtasara alkalmas (single read), az egyes leolvasasok maximalis hossza 300 nukleotid
lehet. A késziilék képes kétiranyu (paired-end) tipusi leolvasésok kivitelezésére, ilyenkor a
leolvasasok szama maximum 50 millié, hosszuk pedig 2*300 bazispar lehet. Alkalmazaséaval
lehetdség nyilik kisebb genomok de novo szekvenaldsara és Osszeallitasara; egyes genomi
variaciok megbizhat6 detektélasara; valamint metagenomikai (16 S RNS alapu- valamint teljes

metagenomikai), transzkriptomikai és funkciondlis genomikai analizisek végrehajtasara.

A MiSeq szekvenal6 késziilék szamos adatértékelési megkdzelitést timogat. A berendezésbe
integralt nagy teljesitményli szadmitégép végzi a ,,base calling” és a ,,quality scoring”
folyamatdt. A szekvenalds sordn generalt adatok elemzésére szamos szabad hozzaférésii
alkalmazéas 4ll rendelkezésre. A MiSeq szekvenalé interneten keresztiil kapcsolodhat az
[llumina felhéalapi szolgaltatdsahoz, a ,,Basespace”-hez. A ..Basespace” kornyezetben elérhetd
alkalmazasok lehet6vé teszik az olyan méasodlagos adatértékelési lépések végrehajtasat, mint a

szekvencia illesztés, varians azonositas, annotalas, vizualizalas és adat interpretalas.



Az [llumina MiSeq tobbek kozott alkalmas a kovetkezd feladatok végrehajtasara:

- Nagy sebességii, multiplexalt 16 S amplikon szekvenalds

- Kisméretii genomok de novo szekvenaldsa

- Nagy sebességii, multiplexalt 16 S rRNS alapti mikrobialis szekvenalds
- RNS szekvenalas

- Kis RNS szekvenalas

- Célzott Gjraszekvenalas

- Plazmid szekvenalas

- Kromatin immunprecipitaciés szekvenalas

- Nagyszabast szekvenalési konyvtarak mindségellendrzése

A kereskedelmi forgalomban elérhetd hasonlé miszerek koziil ez az egyetlen késziilék,
amely képes pontosan meghatarozni a homopolimer szakaszokat a DNS molekulan beliil a
fluoreszcensen jeldlt ,,reversible terminator chemisty” kémidjabol kifolyolag. A homopolimer

szakaszok pontos ismerete kiemelkedden fontos a monogénes betegségek vizsgalata soran.

A projektben résztvevé harom Egyetem (SZTE, DE és PTE) &ltal k6zosen bevallalt 450
beteg klinikai exomjanak vizsgalata soran kapott eredményeinek Gsszehasonlithatésagahoz
feltétlentll sziikséges, hogy a vizsgéalatok azonos eszkozén, Ilumina MiSeq platformon
torténjenek. Ennek hidnyéban az egyes Egyetemek altal kapott nyersadatok kiértékelése utén
kapott eredmények egymassal nem vethetéek 6ssze teljes egészében. A projektben részvevd

Egyetemek a sajat vizsgalataikat ugyanezen az [lumina MiSeq platformon tervezik elvégezni.

Az Ilumina MiSeq egy kevésbé koltséges gép, a cég altal végrehajtott fejlesztéseinek
koszonhetéen tobbféle, kiilonbozé readhosszt és adatmennyiséget nyudjté kit koziil
vélaszthatunk a kutatasi céloknak megfeleléen. A rendszer az Illumina altal fejlesztett SBS
technoldgia segitségével a TruSeq szekvenalé kémiat hasznélja, amely a gyors illetve alacsony
koltségvetésti genetikai analizisek széles kor(i alkalmazasa révén idedlis platformma teszi a
rendszert. A TruSeq jellegzetessége, hogy a felhasznaloknak a legmagasabb adatintegritast
nyujtja a legmagasabb hibétlan leolvasas hozaméaval és a legtdbb bazis-leolvasasok szamaval

Q30 minéségi érték felett. A klinikai exom vizsgalatokat mindharom, a projektben résztvevd



intézmény (SZTE, DE és SZBK) az Ilumina TruSight One szekvenal6 panellel végzi, mely

tokéletesen hasznalhat6 a beszerezni kivant Ilumina MiSeq platformon.
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