TECHNOLOGIE

Applikationsunterstiitzung fiir das Next Generation Sequencing

Schneller und sicherer Einstieg ins ,NGS-Zettalter”

Beim Next Generation Sequencing (NGS) unterstiitzen Service Provider die Etablierung speziali-
sierter Anwendungen, wie beispielsweise die zielgerichtete Resequenzierung ausgewahlter Gene.

Nachdem die Technologie des Next
Generation Sequencing (NGS) lange Zeit
den grofen Sequenzierungszentren vorbe-
halten war, werden jetzt zunechmend auch
kleine und leistungsfiahige NGS Bench-
Top Systeme wie das Roche 454 GS Junior
System verfiigbar. Mitdieser neuen, hand-
lichen Geriteklasse hilt die Technologie
des massiv-parallelen Sequenzierens nun
Einzug in Universititen, Kliniken und In-
dustrieunternehmen. Von besonderem Inte-
resse ist dabei das Targeted Resequencing
(,,zielgerichtete Resequenzierung®). Der
Zweck dieser Technik ist es, ausgewéhlte
Genomsequenzen bei einer groflen Anzahl

Proben zu untersuchen und zu vergleichen.

454-Sequenzierung kompakt

Das GS Junior System bringt die Roche
454-Sequenzierung in einem Kompaktgerat
unter und bietet dabei Lésungen fur die DNA-
Sequenzierung in nahezu jedem Bereich der
biologischen Forschung. Das Systemistideal
geeignet fur die gezielte Resequenzierung
genomischer Regionen, z. B. zur Erforschung

von Krankheiten wie Diabetes und Krebs. Es

Es ist absehbar, dass vor allem die mo-
lekulare Diagnostik kiinftig von dieser
Entwicklung profitieren wird.

Die Einzelschritte des NGS ganzer Ge-
nome (Probenaufbereitung, Sequenzan-
reicherung, Bibliothekerstellung, Sequen-
zierung und Datenanalyse) sind bereits gut
etabliert. Doch bei NGS-Applikationen, die
aufein Targeted Resequencing abzielen, ste-
hen bislang kaum standardisierte kommer-
zielle Testsysteme zur Verfiigung, so dass
Anwender héufig selbst entwickelte Assays
einsetzen. Service Provider wie IMGM La-
boratories unterstiitzen ihre Kunden sowohl
bei der Entwicklung als auch bei der Validie-

rung solcher Assays. Fiir das Targeted Rese-

eignetsich aber auch fur die Sequenzierung

kompletter mikrobieller Genome, metageno-

mische Analysen und den Nachweis neuar-

tiger Pathogene.

¢ 35Millionen DNA-Basenin einem Durchlauf
von zehn Stunden

e durchschnittliche Leselange von rund 400
Basenpaaren

* Amplikon oder Shotgun Sequenzierungen

e cinfache und schnelle Analyse durch eine
sehr bedienerfreundliche Software

e etablierte und verlassliche Technologie mit
Uber 1000 Publikationen
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quencing von Genen wihlen wir zunéchst
die fiir die jeweilige Anwendung richtige
Anreicherungstechnik aus: Grundsitzlich
kommen hierfiir sowohl PCR-Verfahren
als auch hybridisierungsbasierte Methoden
infrage. Bei IMGM greifen wir fiir Appli-
kationen, bei denen kleine bis mittelgrofe
Gen-Panels resequenziert werden sollen,
haufig auf bewihrte in-solution Hybridi-
sierungsverfahren zuriick (z. B. von Roche
NimbleGen oder Agilent Technologies).
Fiir Projekte, in denen einzelne Gene rese-
quenziert werden sollen, setzen wir 6fter das
mikrofluidische PCR-System von Fluidigm
ein (Access Arrays). Damit konnen wir in
einem Lauf bis zu 48 PCR-Reaktionen bei
bis zu 48 Proben parallel durchfiihren, um
etwa die Exons eines Gens anzureichern.
Miteinem 4-Primer-Ansatz fiigen wir Mul-
tiplex-Identifikationssequenzen (MID) und
Roche 454-spezifische Adaptoren so in die
PCR-Produkte ein, dass die entstehenden
Sequenz-Bibliotheken direkt in einem Mul-

tiplexansatz sequenziert werden konnen.

Auf diese Weise entstehen ,,plug’n play-
fahige* NGS-Applikationen, die dem An-
wender einen schnellen und sicheren Ein-
stieg in das NGS-Zeitalter ermdglichen. 2
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