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เทคโนโลยีการหาลำดับเบสด้วย Genome Sequencer FLX system ที่พัฒนาขึ้นต่อเนื่องมาจาก GS20 system เป็นเทคโนโลยีใหม่ในการทำ High-throughput genome sequencing สามารถให้ผลการอ่านลำดับนิวคลีโอไทด์ประมาณ 200-300 เบส ต่อดีเอ็นเอ 1 ชิ้น และให้ผลการอ่านลำดับนิวคลีโอไทด์รวมได้สูงถึง 100 ล้านเบสในการรัน 1 ครั้ง กลุ่มผู้วิจัยมีความสนใจที่จะใช้เทคโนโลยีนี้ในการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ทั้งยีโนมของเด็งกี่ไวรัส เพื่อศึกษาลักษณะ Quasispecies virus ของทั้ง 4 ซีโรทัยป์ โดยจะรวมดีเอ็นเอต้นแบบของทั้ง 4 ซีโรทัยป์เข้าด้วยกันในการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ แต่ยังมีข้อกังวลบางประการเกี่ยวกับเทคนิคที่จะใช้ในการทดลองว่าจะกระทบต่อการศึกษา variation จริงในดีเอ็นเอต้นแบบ และระบบของ GS-FLX เหมาะสมที่จะใช้ในการหาลำดับนิวคลีโอไทด์และ detect variation ใน quasispecies ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมีเป้าหมายในการตรวจสอบความเป็นไปได้ต่อเทคนิคในการใช้ GS-FLX หาลำดับเบสและvariation ในเด็งกี่ไวรัสทั้งยีโนม เพื่อศึกษาความเป็นไปได้ของระบบผู้วิจัยจึงเลือก prototype ของเด็งกี่ไวรัสแต่ละซีโรทัยป์ได้แก่ DENV1 strain Hawaii DENV2 strain 16681 และ NGC DENV3 strain H87 และ DENV4 strain H241 ที่ทราบข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์แล้วมาเป็นตัวอย่าง ขั้นตอนการวิจัยเริ่มจากออกแบบชุดไพรเมอร์ที่จำเพาะของแต่ละซีโรทัยป์ (specific serotype primer) จากบริเวณ conserve sequence ของแต่ละซีโรทัยป์ เพื่อ amplify ทั้งยีโนมของเด็งกี่ไวรัส ชุดไพรเมอร์ประกอบด้วย overlapping primer 5 คู่ต่อหนึ่งซีโรทัยป์ ดีเอ็นเอต้นแบบแต่ละซีโรทัยป์จะถูกผสมรวมกันในอัตราส่วนที่กำหนดไว้แล้ว โดยเฉพาะ DENV2 จะแบ่งย่อยออกเป็น 5 จีโนทัยป์ได้แก่ strain NGC, strain 16681 และ mutant ของ strain 16681 อีก 3 จีโนทัยป์ ซึ่งจะถูกผสมรวมกันตั้งแต่ในระดับ RNA เพื่อเลียนแบบ quasispecies ในธรรมชาติที่พบในกลุ่มเด็งกี่ไวรัสในซีรัมคนไข้ ผลการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ด้วย GS-FLX ให้ผลเป็น fasta file, quality score และ sff file อย่างละ 8 ไฟล์เพราะมาจากการรัน 8 เลน นับเป็นจำนวนชิ้นดีเอ็นเอได้ 54,440 ชิ้น มีความยาวประมาณ 240 bp คำนวณเป็นจำนวนนิวคลีโอไทด์ได้ 12,004,318 เบส จากนั้นเราได้ map แต่ละชิ้นดีเอ็นเอกลับสู่แต่ละซีโรทัยป์ซึ่งพบว่าเฉพาะซีโรทัยป์ 4 ที่มีจำนวนชิ้นดีเอ็นเอที่ map ได้น้อยกว่าอัตราส่วนที่ผสมลงไปจริงมาก อย่างไรก็ตามผลการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของทั้ง 4 ซีโรทัยป์สามารถครอบคลุมทั้งยีโนม variation ที่พบใน DENV2 ทำให้เราสามารถสืบย้อนกลับไปดูอัตราส่วนของแต่ละจีโนทัยป์ที่เราผสมลงไปในระดับ RNA ได้พบว่า variation ที่น้อยที่สุดที่พบได้จากผลของ GS-FLX นี้คือที่ 1% จากในตัวอย่างทั้งหมด จากผลการ map แต่ละชิ้นดีเอ็นเอกลับสู่ 4 ซีโรทัยป์พบว่ามี bias ที่บริเวณ overlap ของแต่ละชิ้นดีเอ็นเออย่างชัดเจน ประกอบกับเมื่อดู cutting point ของแต่ละชิ้นดีเอ็นเอพบว่าบริเวณขอบของแต่ละชิ้นดีเอ็นเอมีความ bias โดยผ่านการตัดชิ้นดีเอ็นเอก่อนหาลำดับนิวคลีโอไทด์ได้ดีกว่าบริเวณอื่น รวมทั้งข้อสงสัยในการที่ได้ข้อมูลในซีโรทัยป์ 4 น้อยกว่าที่น่าจะเป็น ในการวิจัยนี้จึงได้ทำการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของเด็งกี่ไวรัส prototype strain เช่นเดิมด้วย GS-FLX โดยได้ลดจำนวนชิ้นดีเอ็นเอที่ครอบคลุมยีโนมลงจากที่ใช้ทั้งหมด 5 ชิ้นเป็น 2 ชิ้น และจำนวนเลนที่รันลดลงเป็น 2 เลน ผลการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ได้ชิ้นดีเอ็นเอ 134,441 ชิ้น คิดเป็น 31,212,389 เบส ซึ่งมากกว่าครั้งแรกกว่า 2 เท่า ผลการ map แต่ละซีโรทัยป์ ซีโรทัยป์ 4 ได้ชิ้นดีเอ็นเอใกล้เคียงกับอัตราส่วนจริง และสามารถลด bias ที่พบลงได้อย่างชัดเจน การดู sensitivity ของ GS-FLX ในการ detect variation ใน DENV2 ที่ผสมไว้พบว่าสามารถพบ variation ที่น้อยที่สุดได้ที่ 1% เช่นเดียวกัน Accuracy ของผลการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ทั้ง 2 ครั้งเมื่อ align กับ prototype sequence จาก Genbank มีความใกล้เคียงถึง ~99% และการเปรียบเทียบผล consensus sequence จากทั้ง 2 ครั้ง พบว่ามีความใกล้เคียงกัน 99 – 100% 
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