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DNA speed reading course - high-throughput DNA sequencing tech-
nologies

Summary

Development of high-throughput DNA sequencing technologies that omit
time consuming and labour intensive cloning steps have opened unprecedented
possibilities in life sciences. Massive scale generation of raw sequences requires
constant improvement of computational methods of data analysis. New disci-
plines of genomics, metagenomics and transcriptomics have emerged which
revolutionize experimental approach to different fields of biology. Both basic
studies, such as species evolution or microbial ecology, and applied sciences of
biotechnology and medicine benefit greatly from the new tools available. In this
article next-generation DNA sequencing technologies are reviewed. Information
on data analysis and applications is also provided.

Key words:
next-generation DNA sequencing, pirosequencing, single molecule se-
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1. Wstep

W roku 1977 Sanger i wsp. (1) oraz Maxam i Gilbert (2) wpro-
wadzili techniki sekwencjonowania DNA. Od tego momentu da-
tuje sie intensywny rozwdj tych technik. NajczesSciej stosowang
stala sie enzymatyczna metoda Sangera (z uzyciem dideoksynu-
kleotyddw) czesto nazywana metoda terminaciji tafncucha. Po raz
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pierwszy metode te zastosowano do poznania sekwencji DNA faga OXI 74 o dtugos-
ci 5,4 tys. nukleotyddéw (3). W pézniejszych latach metoda Sangera ulegata licznym
modyfikacjom poprzez np. zastosowanie rekombinowanych polimeraz DNA czy tez
znacznikéw fluoroforowych (zamiast izotopowych) (4-6). W 10 lat po opublikowaniu
metody Sangera dwie firmy, Applied Biosystems i Amersham-Pharmacia (obecnie
General Electric Healthcare) wprowadzity jako pierwsze techniki automatycznego
sekwencjonowania (4-6). Poczatkowo produkty sekwencjonowania rozdzielano
w zelach poliakrylamidowych, a w p6zniejszym okresie automatyczne sekwenatory
zostaly wyposazone w cienkie kapilary stuzace do rozdziatu DNA. W potowie lat 90.
ubiegtego wieku japonska firma Hitachi wprowadzita wysoko wydajne kapilarne se-
kwenatory DNA. Dalszy rozwéj automatyzacji i miniaturyzacji sekwenatoréw umoz-
liwit rownoczesne sekwencjonowanie kilkuset fragmentéw DNA. Réwnolegle z roz-
wojem tych technik opracowywano nowe strategie tworzenia bibliotek genomow
do ich sekwencjonowania. Krokiem milowym stato sie wprowadzenie nowej techni-
ki sekwencjonowania duzych genomow, tzw. metody shotgun (,strzatu na slepo”),
polegajacej na sekwencjonowaniu duzej liczby losowo pofragmentowanych odcin-
kéw DNA, ktére nastepnie sg sktadane komputerowo (7). Takie podejscie wymagato
z kolei wprowadzenia nowatorskich komputerowych metod obliczeniowych skia-
dajacych setki tysiecy losowo uzyskanych sekwencji DNA w diuzsze fragmenty. Stra-
tegia ta obnizyla znacznie koszty i skrocita czas sekwencjonowania, eliminujgc tra-
dycyjne metody polegajgce na zmudnym i czasochtonnym mapowaniu oraz sklada-
niu kolejno utozonych kosmidéw lub subklonéw (8). W 1996 r. dzieki metodzie shot-
gun opublikowano po raz pierwszy sekwencje catego genomu bakteryjnego;
Haemophilus influenzae - 1,8x 10" pz (9). Metode te wykorzystano do ustalenia se-
kwencji genomu czlowieka - 2,91X10" pz, ktérg opublikowano w 2001 r. (10).

Od konca XX w. notujemy gwaltowny przyrost liczby kompletnie zsekwencjono-
wanych genoméw i réwnolegle intensywny rozwdj stosunkowo miodej dziedziny
z pogranicza biologii i informatyki - genomiki, analizy catych genomoéw. Sekwen-
cje DNA gromadzone w niemal wykfadniczym postepie sg analizowane za pomocg
coraz bardziej wyrafinowanych i zaawansowanych metod obliczeniowych, przy wy-
korzystaniu komputeréw charakteryzujgcych sie coraz szybszymi procesorami i po-
jemniejszymi dyskami twardymi.

2. Nowe generacje sekwencjonowania

Odkrycia dokonane w ostatnich kilku latach pozwolity na wprowadzenie kolej-
nych, po metodzie Sangera, generacji sekwencjonowania DNA (11,12). Ich pojawie-
nie sie nie byloby mozliwe bez wspétdziatania naukowcédw reprezentujgcych rézne
dziedziny wiedzy: biologie, chemig, fizyke, matematyke i informatyke. Dzieki minia-
turyzacji i automatyzacji stworzono wysoko przepustowe sekwenatory umozliwia-
jace jednoczesne sekwencjonowanie nawet miliona fragmentéw DNA - sekwencjo-
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fowanie drugiej generacji. Najnowsze osiagniecia nanotechnologii umozliwiajg
bezposredni odczyt sekwencji z pojedynczej czasteczki DNA (SMS, ang. Single Mole-
cule Sequencing) bez koniecznosci jej amplifikacji - sekwencjonowanie trzeciej ge-
neracji. Przykladowe zestawienie technik sekwencjonowania obu generacji przed-
stawiono w tabeli.

Tabela

Przyktadowe zestawienie technik sekwencjonowania

. o L. Liczba pz na pojedynczy eks-
Metoda sekwencjonowania (firma), strona www Maksymalna dtugo$¢ odczytu

peryment
‘454’ (454 Life Sciences) 300-500 pz 0,05-1,0 Gpz
www.454.com
.. | Hlumi 35-50 pz 2,0 Gpz
Il generacji Soexa.( uTmna) P P
www.illumina.com
SOLID (Applied Biosystems) ~35 pz > 2,0 Gpz
www.appliedbiosystems.com
tSMS (Helicos) 100-200 pz 1 Gpz
www.helicosbio.com
.. Visigen (VisiGen Biotechnologies, Inc. nieograniczona dtugo$é bd
Il generacji 9 _(_ . 9 ) 9 9
www.visigenbio.com
SMRT (Pacific Biosciences) 100 000 pz bd

www.paciflcbiosciences.com

bd - brak danych

2.1. Jak to sie robi?

Pirosekwencjonowanie jest pierwszg metodg nowej generacji sekwencjonowa-
nia DNA, ktérg wdrozono przed kilkoma laty (rys. 1). W metodzie tej rejestruje sie
synteze DNA w czasie rzeczywistym poprzez pomiar ilosci pirofosforanu (PPj) uwal-
nianego w momencie wigczenia komplementarnej zasady do nowo syntezowanej
nici DNA. Pomiaru uwalnianego PPj dokonuje sie za pomocag dwoch reakcji enzyma-
tycznych (z udziatem sulfurazy i lucyferazy), w wyniku ktérych powstaje strumien
fotondw rejestrowany przez kamere ze Swiattoczutg matrycg CCD (ang. Charge Co-
upled Device). Fragmenty DNA przeznaczone do sekwencjonowania poddaje sie liga-
cji z adapterami (krotkimi fragmentami o znanej sekwencji) i amplifikuje sie na
podtozu statym - kulkach optaszczonych streptawidyng, ktére wigza produkt am-
plifikacji (jeden ze starterow znakowany jest biotyng). Amplifikacji dokonuje sie
w emulsji wodno-olejowej: naczynie reakcyjne stanowi kropelka wody. Emulsje
przygotowuje sie w taki spos6b by w jednej kropelce wody znajdowata sie pojedyn-
cza kulka, na ktérej amplifikowany jest dany fragment DNA. Metoda ta jest czesto
nazywana bgbelkowym lub emulsyjnym PCR-em, a dzieki niej mozna jednoczes$nie
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Emulsyjny PCR

Mikroptytka sekwencyjna
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Polimeraza DNA
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Swiatto + oksylucyferyna

Rys. I. Pirosekwencjonowanie (metoda ‘454’). Opracowano wedtug 454 Life Sciences (www.454.com).
Opis w tekscie.

przeprowadza¢ miliony reakcji amplifikacji. Powielone na kulkach matryce DNA
umieszcza sie nastepnie w studzienkach (o $rednicy 44 pm) mikroplytki (jeden zam-
plifikowany fragment DNA - jedna kulka - jedna studzienka), w ktérych dokonuje
sie piroselcwencjonowania w czasie rzeczywistym. Kazda studzienka znajduje sie na
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koncu pojedynczego wtdkna Swiattowodowego potaczonego z kamera CCD. Przy-
ktadowo jedna mikroptytka moze zawiera¢ ponad 1 500 000 studzienek, a zatem
tyle reakcji sekwencjonowania mozna przeprowadzac jednoczesnie. Wysoko prze-
pustowe sekwenatory (The 454 Genome Sequencer FIX) wykorzystujgce te techno-
logie sa juz komercyjnie dostepne; sprzedaje je firma 454 Life Sciences nalezaca do
szwajcarskiego koncernu Roche AG. Przy uzyciu tej technologii zsekwencjonowano
w rekordowym tempie 2 miesiecy caly genom Jamesa D. Watsona, a koszt tego
przedsiewziecia wyniést okoto ! miliona USD. Dla poréwnania, zakonczony 7 lat
temu projekt selcwencjonowania ludzkiego genomu (ang. Human Genome Project) wy-
korzystujacy metode Sangera kosztowat 3 miliardy dolaréw i trwat 13 lat przy zaan-
gazowaniu miedzynarodowego konsorcjum ziozonego z 20 instytucji (http://www.
genome.gov).

Kolejng metode sekwencjonowania drugiej generacji, Solexa (Genome Analy-
zer), wprowadzita firma lllumina (San Diego, USA). W metodzie tej do pofragmento-
wanego DNA dotgcza sie krotkie dwuniciowe adaptery. Po denaturacji mieszanine
jednoniciowych fragmentéw DNA oraz oligonukletyddéw (przy znaczacym nadmiarze
tych ostatnich w stosunku do fragmentéw DNA) unieruchamia sie na powierzchni
statej (mikroptytce umieszczonej w komorze przeptywowej). W nastepnym etapie
dokonuje sie ampliflkacji fragmentéw DNA za pomoca reakcji PGR typu ,koci
grzbiet” bez dodatku wolnych oligonukleotydéw. Polega to na tym, ze unierucho-
miony z jednej strony jednoniciowy fragment DNA odszukuje w najblizszym sa-
siedztwie komplementarny oligonukleotyd, réwniez zwigzany z podtozem, tworzac
tzw. ,koci grzbiet”, a polimeraza w obecnosci nukleotyddéw dobudowuje komple-
mentarng ni¢. Po denaturacji cykl sie powtarza, az do momentu powstania w okolicy
danego fragmentu odpowiedniej do sekwencjonowania liczby kopii tego fragmentu
(—21000 kopii). W ten sposo6b otrzymuje sie na mikroptytce sektory, z ktérych kazdy
reprezentuje statystycznie inny powielony fragment DNA - ang. ,polonies" - poly-
merase generated colonies. Kolejnym etapem jest jednoczesne sekwencjonowanie
DNA (poprzez synteze) we wszystkich sektorach. DNA jest sekwencjonowany przy
uzyciu specjalnie zaprojektowanych nukleotydéw zaopatrzonych w usuwalne znacz-
niki fluorescencyjne, ktére kazdorazowo koncza synteze DNA w danym cyklu -
kazdy z 4 nukleotydéw znaczony jest innym fluoroforem. Matryca CCD rejestruje sy-
gnaly w poszczegolnych sektorach pochodzace od nowo przytaczonych w danym cy-
klu komplementarnych nukleotydéw, po czym fluorofory ze wszystkich sektoréw
zostajg usuniete, tak by kolejne znakowane nukleotydy mogly zosta¢ przytgczone
w nastepnym cyklu sekwencjonowania.

W 2007 r. firma Applied Biosystems (Foster City, USA) wprowadzita nowa meto-
de sel<wencjonowania drugiej generacji SOLID oparta na ligacji (rys. 2). W metodzie
tej, podobnie do sekwencjonowania ,454”, badany materiat amplifikuje sie za po-
mocag emulsyjnego PCR-u. Po reakcji PCR 3' koniec jednej z nici DNA jest modyfiko-
wany, co umozliwia jej kowalencyjne przytgczenie do statego podtoza (szklanej mi-
kroptytki). W ten sposdb, podobnie jak w metodzie Solexa, otrzymuje sie mikro-

28 PRACE PRZEGLADOWE


http://www

Kurs szybkiego czytania DNA - nowoczesne techniki sekwencjonowania

sekwencjonowanie za pomocg ligazy

V-l nujjjiuUijiii;
matryca
Ilnui
Adfipter matryca
uJ
0 Start(
uJ-
(0] . . e gy geeses
i!]jl_:_ i -Uld ilLL inlUiiiii;:! 3
Adapiei matryca

nukleotyd w danej pozycji jest dwukrotnie weryfikowany

Reitd POSition' H 4 213 4 5 6;7;,8.9 10jll 171314 1516i17.1811920|7i:22iBb4%26177,7*29:30 31 32 33 3413S

Universal seq primer (n)
JimiTmnninr

Rys. 2. Sekwencjonowie metodg SOLID. Opracowano wedtug Applied Biosystems (http://www3.ap-
pliedbiosystems.com). Opis w tekscie.

ptytke z sektorami, z ktérych kazdy reprezentuje statystycznie inny powielony frag-
ment DNA. W nastepnym etapie, w wyniku hybrydyzacji dotgczany jest kroétki oligo-
nukleotyd komplementarny do jednego ze starteréw (adapteréw) uzytego do emul-
syjnego PCR-u, W kolejnym etapie dotgczane sg za pomocg ligacji krétkie znakowa-
ne fluorescencyjnie oligonukleotdy, w ktérych znane sg pierwsze dwa nukleotydy;
przyktadowo dinukleotyd CA odszukuje komplementarng sekwencje GT na matrycy
jednoniciowego DNA. Nastepnie fluorescencyjny znacznik jest usuwany, a w kolej-
nych cyklach znajdowane sg nastepne dinukleotydy tak, ze w sumie otrzymujemy
podwadjne pokrycie kazdej pozycji w analizowanej sekwenciji.

Pod koniec 2008 r. firma Helicos (Cambridge, USA, www.helicosbio.com) jako
pierwsza wprowadzita selcwenator trzeciej generacji tSMS (ang. true Single Molecule
Sequencing) umozliwiajgcy bezposredni odczyt selcwencji z matrycy bez konieczno-
sci jej amplifikacji. Zasada dziatania tSMS jest zblizona do metody Solexa opracowa-
nej przez firme lllumina: po przytaczeniu komplementarnego do matrycy kolejnego
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znakowanego fluorescencyjnie nukleotydu, nastepuje usuniecie fluoroforu i dobu-
dowanie nastepnego znaczonego nukleotydu. W sekwenatorze tSMS zastosowano
bardzo czuty detektor wykrywajacy pojedynczg czasteczke fluoroforu.

Ciekawg metode sekwencjonowania trzeciej generacji, w ktérej wykorzystano
zjawisko FRET (ang. Forster Resonance Energy Transfer) zaproponowata firma VisiGen
Biotechnologies, Inc. (Houston, USA), jest to metoda syntezy DNA w czasie rzeczy-
wistym nasladujgca proces replikacji DNA. W metodzie tej wykorzystuje sie polime-
raze DNA z kowalencyjnie dotgczonym fluoroforem - donorem oraz cztery modyfi-
kowane nukleotydy, z ktérych kazdy ma przytagczony do reszty fosforanowej inny
fluorofor - akceptor. Czasteczka DNA przesuwajgca sie przez centrum aktywne
modyfikowanej polimerazy DNA jest odczytywana bezposrednio: w momencie przy-
taczania kolejnego komplementarnego do matrycy nukleotydu dochodzi do zblize-
nia donora z akceptorem i przekazania energii, co jest monitorowane przez czuty
system detekcyjny. Po usunieciu pirofosforanu z przytgczonym akceptorowym flu-
oroforem dochodzi do zaniku zjawiska FRET, a nastepnie zostaje przytgczony kolej-
ny nukleotyd. Szybkos$¢ takiego odczytu moze dochodzi¢ do 300 zasad na sekunde
dla pojedynczego nanometrowego czujnika.

Nukleotydy z fluoroforami przytgczonymi do fosforanu wykorzystuje réwniez
metoda sel<wencjonowania SMRT (ang. Single-Molecule Real-Time) wprowadzona
przez firme Pacific Biosciences (PacBio, MenloPark, USA). Pojedyncze czgsteczki po-
limerazy sg immobilizowane na dnie studzienek reakcyjnych ZMWs (ang. Zero-Mode
Waveguides) - otworkdéw o Srednicy kilkudziesieciu nm wykonanych w warstwie
metalu o grubosci 100 nm na szklanej powierzchni (rys. 3). OSwietlajgc ptytke od
spodu promieniem lasera mozna obserwowa¢ zawartos¢ poszczeg6lnych studzie-
nek. Poniewaz $rednica otworkéw jest mniejsza niz dtugos¢ fali, rzeczywista obje-
tos$¢, do ktérej dociera Swiatto wynosi 20 zeptolitréw (20 x 10" litra). Rejestrowa-
ny jest sygnat pochodzacy od kazdego wbudowywanego nukleotydu. Po odigczeniu
pirofosforanu z fluoroforem sygnat zanika. Pomimo ze wszystkie nukleotydy sg
obecne w mieszaninie reakcyjnej w wysokim stezeniu, poziom tla jest bardzo niski,
poniewaz czas reakcji jest o kilka rzedow dtuzszy niz czas przypadkowego pojawia-
nia sie wolnych nukleotydéw w polu obserwacji (13).

Ostatnio brytyjska firma Oxford Nanopore Technologies opracowata nowy typ
sekwencjonowania trzeciej generacji - nanoporowe sekwencjonowanie. W przeci-
wienstwie do poprzednich metod sekwencjonowanie odbywa sie nie poprzez synte-
ze, ale poprzez kontrolowane odcinanie nukleotydu po nukleotydzie z analizowane;j
nici DNA. Odfgczane nukleotydy sukcesywnie przechodzag przez nanopory, w kto-
rych mierzone jest natezenie pradu. Kazdy z czterech nukleotyddéw powoduje inng
zmiane natezenia pradu (rzedu pikoamperdw) co jest rejestrowane przez czuly am-
peromierz.
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Rys. 3. Sekwencjonowanie pojedynczej czasteczki DNA w czasie rzeczywistym, SMRT (ang. Sin-
gle-Molecule Real-Time). Opracowano wedtug (13). A. Studzienka ZMW (ang. Zero-Mode Waveguide), w kto-
rej dokonuje sie detekcji pojedynczego komplementarnego nukleotydu przytaczanego w trakcie synte-
zy. B. Zasada dziatania techniki SMRT. Polimeraza dobudowuje pojedynczy komplementarny znakowany
fluoroforem nukleotyd (1), czego konsekwencja jest rejestracja sygnatu (2). Po odtgczeniu PPj z fluorofo-
rem sygnat zanika (3), matryca sie przesuwa (4) i dobudowywany jest nastepny nukleotyd (5).

2.2. Do czego jeszcze to sie moze przydac?

Wysoko wydajne techniki sekwencjonowania nowej generacji szybko znalazly
szersze zastosowania anizeli tylko sekwencjonowanie genoméw. Mozliwos¢ jedno-
czesnego badania miliondw krétkich sekwencji bez koniecznosci ich klonowania
pozwolita na analize ztozonych mieszanin kwaséw nukleinowych. Techniki te przy-
czynity sie do rozwoju nowej dziedziny - metagenomiki, ktéra zajmuje sie glo-
balng analiza materiatu genetycznego (DNA/RNA) pozyskanego bezposrednio ze sro-
dowiska (np. gleba, woda) bez koniecznosci hodowli organizméw zasiedlajacych
analizowana biocenoze.

Genomika otworzyta droge do transkryptomiki - catoSciowego badania powsta-
jacego w komoérkach RNA. Dominujgca w dotychczasowych badaniach, oparta na hy-
brydyzacji, technika microarray wymaga znajomosci sekwencji genomu badanego
organizmu do wiasciwego zaprojektowania mikromatryc oligonukleotydowych
(tzw. chipéw DNA). Nowe techniki okreslane terminem RNA-seq pozwalajg na se-
kwencjonowanie wszystkich powstajgcych transkryptéw, umozliwiaja precyzyjne
poréwnanie ilosciowe i sg wolne od ograniczen zwigzanych z niespecyficzng hybry-
dyzacjg (14).

Réwniez inne eksperymenty wymagajgce identyfikacji duzej liczby krotkich frag-
mentéw DNA moga by¢ obecnie przeprowadzane w skali calego genomu dzieki za-
stosowaniu wysoko wydajnego sekwencjonowania.

Immunoprecypitacja chromatyny (ChIP, ang. Chromatin Immunoprecipitation) stuzy
do wyszukiwania fragmentoéw DNA wigzanych przez badane czynniki transkrypcyjne
i inne biatka. Bezposrednie sekwencjonowanie (ChlP-seq) ma znaczng przewage nad
stosowaniem mikromatryc do identyfikacji zwigzanych fragmentéw DNA (ekspery-
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menty ChiP-on-chip), jest bowiem doktadniejsze i mniej pracochtonne (15). Inne przy-
ktady technik, ktére mozna stosowac na nie spotykang dotgd skale to identyfikacja
regiondéw otwartej chromatyny wrazliwej na trawienie DNazg | (DNase-seq) (16), ba-
danie zmiennosci liczby kopii fragmentéw DNA (CNV-seq) (17) czy tez badanie poli-
morfizmu pojedynczych nukleotydéw (SNP) (18,19).

3. Analiza wynikéw sekwencjonowania

Nowoczesne urzadzenia wykorzystujgce techniki sekwencjonowania nowej ge-
neracji dostarczajg olbrzymig liczbe danych, przekraczajgca o kilka rzedéw wielkos-
ci wyniki uzyskiwane starszymi metodami. Odczytywane sekwencje sg jednak bez-
wartosciowe bez odpowiednich narzedzi informatycznych do ich analizy. Olbrzymia
liczba generowanych w coraz szybszym tempie danych wymaga zaangazowania po-
teznych komputeréw i udoskonalonych programoéw. Obecnie etapem ogranicza-
jacym uzyskiwanie znaczacych informacji staje sie nie samo selcwencjonowanie ge-
nomow, lecz ich analiza (20). Aby w pelni wykorzysta¢ potencjat, jaki niesie upo-
wszechnienie nowych technologii badacze muszg pozna¢ podstawowe zasady dzia-
tania narzedzi analitycznych i zdawac sobie sprawe z ich ograniczen.

3.1. Dluga sekwencja z kroétkich odczytow

Pierwszym etapem opracowania danych jest ztozenie pojedynczych odczytéw
(ang. reads) w cigg zasad odpowiadajgcych diugim odcinkom DNA (ang. contigs), naj-
lepiej catlym badanym chromosomom. Drugi etap to rozszyfrowanie ,tresci” zako-
dowanej w odczytanej sekwencji i wycigganie wnioskow wyjasniajgcych zjawiska
biologiczne.

~Skitadanie” krotkich sekwencji w catosé odbywa sie za pomocg dwoch zasadni-
czych typow algorytmow: alignment i assembly (21). Pierwsze podejscie (alignment)
ma zastosowanie, wtedy gdy dysponujemy sekwencjg genomu innego organizmu
tego samego gatunku, lub tez gatunku spokrewnionego. Pojedyncze odczyty sg
wowczas przypisywane do odpowiednich regiondéw genomu referencyjnego. Sklada-
nie sekwencji de novo (assembly) tradycyjnie opieralo sie na identyfikacji kolejnych
czesciowo nakfadajgcych sie fragmentéw. Metody te sprawdzaly sie dobrze przy od-
czytach o dlugosci ok. 800 pz uzyskiwanych metoda Sangera, lecz okazaly sie nie-
praktyczne w odniesieniu do duzo wiekszej liczby znacznie krétszych sekwencji
50-400 pz. Nowe algorytmy wykorzystuja odmienne podejscie - konstrukcje wy-
kresu de Bruijna (22). Do ich zalet nalezy lepsza identyfikacja regionéw powtérzo-
nych, a takze liniowa zalezno$¢ czasu trwania obliczen od liczby analizowanych se-
kwencji, w przeciwienstwie do starszych metod, gdzie czas trwania analizy wzrasta
proporcjonalnie do kwadratu liczby sekwenciji.
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Koniecznos¢ porownywania miliardow krétkich sekwencji wymusza optymaliza-
cje programéw pod wzgledem szybkosci dziatania i wymagan sprzetowych. Istot-
nym elementem, ktéry musi zosta¢ uwzgledniony przy konstrukcji algorytmu jest
takze fakt, ze wyniki pochodzace z poszczegdinych typéw sekwenatoréw réznia sie
strukturg i rodzajami generowanych btedéw (21). Wysoko wydajne technologie no-
wej generacji przestaty by¢é domeng nielicznych wielkich centrow sekwencjonowa-
nia. W wielu laboratoriach na catym Swiecie powstajg nowe programy, ktérych aktu-
alng liste mozna znalez¢ na stronach internetowych (http://seganswers.com/wiki/So-
ftware, http://en.wikipedia.org/wiki/List_of sequence_alignment_software, http://
en.wikipedia.org/wiki/Sequence_assembly ).

Analiza wynikéw sekwencjonowania DNA metagenomowego musi sprostaé trud-
niejszemu wyzwaniu analizy pomieszanych sekwencji pochodzacych z réznych or-
ganizmow, ktdre sg reprezentowane w nieréwnym stopniu. W tym przypadku bie-
rze sie pod uwage kilka kryteriéw, takich jak zawartos¢ par GC, charakterystyczny
rozktad dinukleotydéw oraz podobieristwo do poznanych genoméw (23,24). Mozli-
wa jest nawet rekonstrukcja z prébek metagenomowych catych, lub prawie catych,
genomow mikroorganizmow dominujacych w danej populacji. Najbardziej znany
program do analizy sekwencji metagenoméw to MEGAN (25). Analize poréwnawczg
utatwiajg ogolnodostepne serwery MG-RAST (26) i SEED (27).

3.2. Rozszyfrowanie tresci

Pierwszym krokiem do poznania informacji zakodowanej w DNA jest odszukanie
gendéw kodujacych biatka. Cho¢ procedury znajdowania sekwencji kodujgcych sg po-
wszechnie stosowane od wielu lat, wtasciwe opisanie (ang. annotation) nowo se-
kwencjonowanych genoméw, szczegdlnie eukariotycznych, nie jest sprawag trywial-
na (28-30). Domniemane funkcje zidentyfikowanych biatek wnioskowane sg na pod-
stawie poréwnania z dostepnymi bazami danych, ktére niestety nie sg wolne od
btedéw (31). Podejmowane sa miedzynarodowe wysitki zmierzajace do udoskonale-
nia procedur opisywania genomow, np. projekt SEED (27). Aktualng liste dostep-
nych programow wraz z omoOwieniem zasad ich dziatania mozna znalez¢ w pracy
przegladowej (32).

W ciggu ostatnich kilkunastu lat zaczeto odkrywaé fascynujacy $wiat niekodu-
jacego RNA (ncRNA, ang. non-coding RNA) (33,34). Do dobrze nam znanych z pod-
recznikbw mRNA, tRNA i rRNA doszly nowe skroty: siRNA (ang. smali interfering
RNA), miRNA (ang. microRNA), lincRNA (ang. large intervening non-coding RNA). Wyka-
zano, ze wiekszos¢ wykrywanych transkryptéw eukariotycznych nie odpowiada ge-
nom kodujgcym biatka. Kwestia, ktére z nich majg konkretng funkcje, a ktére stano-
wig tylko ,tto”, pozostaje otwarta (34). Réwniez organizmy prokariotyczne wyko-
rzystujg regulatorowe czasteczki RNA (35). Dopiero zaczynamy poznawac ich role
biologiczng. Wyszukiwanie w sekwencjach genomowych genéw kodujgcych funk-
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cjonalne RNA jest znacznie trudniejsze niz znajdowanie gendéw kodujgcych biatka
(36). Gtéwnym kryterium analizy Jest przewidywanie struktur drugorzedowych two-
rzonych przez czasteczki RNA. Jesli elementy o podobnej strukturze znajdujg sie
w genomach réznych organizmow, moze to swiadczy¢ o ich istotnej roli. Metody
komputerowe do wyszukiwania ncRNA sg Jeszcze bardzo niedoskonale, wyniki uzy-
skiwane przez rézne programy sg rozbiezne, niemniej Jednak dajg wyobrazenie
o skali zjawiska i stanowig dobry punkt wyjsScia do badan eksperymentalnych (36).

4. Co z tego wynika?

w chwili pisania tego artykutu (poczatek 2010 r.) w bazie danych GOLD
(www.genomesonline.org/gold.cgi) zgromadzono petne sekwencje 1198 genomow
(5 razy wiecej niz 5 lat temu), przy ogolnej liczbie 6638 projektow trwajacych i za-
konczonych. W tej liczbie miesci sie takze 207 metagenoméw z tak réznych srodo-
wisk Jak norweskie fiordy, amerykanskie oczyszczalnie sciekéw czy przewéd pokar-
mowy termita z Kostaryki, jest to olbrzymi materiat zaréwno do analiz poréwnaw-
czych Jak i szczeg6towych badan poszczegélnych organizmow.

Wielka liczba nowych danych umozliwia rozszerzenie analiz filogenetycznych,
pozwala lepiej zrozumie¢ ewolucje gatunkdéw, oraz zjawiska zwigzane z przekazy-
waniem genéw (37-39). Szczegdlnie wiele nowych informacji dotyczy organizmow
prokariotycznych. Zmienia sie takze nasze spojrzenie na ich role w ekosystemach.

4.1. Kopalnia ztota dla biotechnologii

Badania metagenoméw potwierdzajg szacunki, wedtug ktorych poznane dotych-
czas gatunki stanowiag zaledwie 1% catego $wiata mikroorganizmow (40). Tajemnicza
~wiekszos¢” kryje w sobie trudne do wyobrazenia bogactwo nieznanych enzymoéw
i metabolitéw - potencjalnych lekéw. Uzasadnione nadzieje na nowe odkrycia in-
spirujg rozwoj metod pozwalajgcych siega¢ do tych zasobéw. Do takich metod nalezy
tworzenie bibliotek metagenomowych w organizmach tatwych do hodowti i przeszu-
kiwanie ich zaréwno na poziomie sekwencji Jak i w testach funkcjonainych (40-42).

Od czasu wyprawy Craiga Ventera (24) na Morze Sargassowe gwattownie wzros-
fo zainteresowanie mikroorganizmami morskimi. Najbardziej obiecujgce potencjal-
ne leki wytwarzane przez bakterie pochodzace z tego Srodowiska zostaty opisane
w pracy przegladowej (43). Na chromosomie morskiego promieniowca Salinispora
tropica wytwarzajgcego zwigzek przeciwnowotworowy - salinosporamid A odkry-
to 17 zespotéw gendw biosyntezy metabolitbw wtérnych z réznych klas chemicz-
nych (44).

Podobnie w wyniku poznania sekwencji genomow innych mikroorganizmow
produkujgcych antybiotyki, np. promieniowcOw z rodzaju Streptomyces, ujawniono.

34 PRACE PRZEGLADOWE


http://www.genomesonline.org/gold.cgi

Kurs szybkiego czytania DNA - nowoczesne techniki sekwencjonowania

Ze posiadajg one geny biosyntezy kilkudziesieciu metabolitow wtérnych. Wielu
z tych zwigzkéw nie znano wczes$niej, gdyz nie sg one wytwarzane w standardo-
wych warunkach hodowli (45). Znajomos$¢ sekwencji genomu umozliwia takie mani-
pulacje genetyczne, np. w obrebie gendw regulatorowych, ktére pozwalajg na bio-
synteze pozadanych produktow. Zaplanowane zmiany w obrebie genomu stuzg tak-
ze do zwiekszania wydajnosci szczepdéw przemystowych (46) oraz do konstrukcji
gospodarzy, w ktérych zachodzi¢ bedzie ekspresja genodw przeniesionych z innych
organizmow (47).

Oprdcz produkcji nowych lekéw, zainteresowanie biotechnologdéw koncentruje
sie na poszukiwaniu alternatywnych zrédet energii. Do ciekawych przyktadéw moz-
na zaliczy¢ odkrycie 782 genéw nowych analogéw rodopsyny - napedzanych Swiat-
tem pomp protonowych (24) oraz proby wykorzystania mikroorganizméw do pro-
dukcji wodoru (48). Inng wazng dziedzing czerpiacg z informacji genomowych i me-
tagenomowych jest usuwanie trudno degradowalnych zanieczyszczen ze Srodowi-
ska (49).

Badania tego typu nie ograniczajg sie wytgcznie do bakterii i archeonéw. Wazng
grupe z punktu widzenia zastosowan biotechnologicznych stanowig grzyby nizsze.
Za przyktad moze postuzy¢ kropidlak Aspergillus JJavus, ktéry powoduje zanieczysz-
czenie zywnosci niebezpiecznymi aflatoksynami. Analiza genomu tego organizmu
wykazata obecnos$¢ genéw biosyntezy wielu innych metabolitéw wtérnych o poten-
cjalnym znaczeniu terapeutycznym. Enzymy A. JJavus degradujgce biopolimery - ce-
lulazy, ksylanazy, chitynazy - moga by¢ wykorzystane do produkcji biopaliw (50).

4.2. Nowe mozliwosci w medycynie

Zasadniczym celem sekwencjonowania genomow mikroorganizméw chorobo-
twoérczych jest poszukiwanie skutecznych metod profilaktyki, diagnostyki i terapii.
Analiza genomu pozwala na sprawne testowanie wielu epitopéw i uzyskanie lep-
szych szczepionek (51,52). Projektowane sg leki zdolne do selektywnego blokowa-
nia gtéwnych $ciezek metabolicznych. Wprowadzane sg molekularne metody iden-
tyfikacji patogenéw w probkach od pacjentéw.

Ustalenie sekwencji genomu ludzkiego (10) jest punktem wyjscia do identyfika-
cji mutacji odpowiedzialnych za powstawanie choréb oraz r6zng podatnos¢ po-
szczegOIlnych oséb na dziatanie lekéw, chemicznych zanieczyszczen srodowiska lub
infekcje. Stale zwieksza sie oferta dostepnych testéw do badania predyspozycji ge-
netycznych, np. do wystgpienia niektérych nowotworéw. Rozpoczyna sie rozwoj
medycyny ,spersonalizowanej”, w ktorej lekarz oceniajgc profil genetyczny pacjen-
ta bedzie mogt przewidzie¢ prawdopodobng reakcje organizmu na terapie i dobrac
odpowiedni rodzaj i dawke leku. Mozna oczekiwaé postepu takze w dziedzinie tera-
pii genowej, projektowaniu lekéw oraz w stosowaniu biatek ludzkich do celéw te-
rapeutycznych.
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Tylko niektére choroby sg wynikiem mutacji pojedynczego genu; w wiekszosci
przypadkow zalezno$¢ miedzy genotypem i fenotypem jest znacznie bardziej skom-
plikowana. Dostepna sekwencja genomu cztowieka oraz postep technologiczny
w dziedzinie sekwencjonowania bardzo przyspieszyly badania tej zlozonej sieci
powigzan rzadzacych funkcjonowaniem organizmu. Wyjasnienie molekularnych pod-
staw zréznicowania w obrebie naszego gatunku jest celem projektu sekwencjono-
wania genomoéw ok. 1200 osO6b z calego Swiata (ang. 1000 Genome Project)
(www.1000genomes.org).

Kolejnym niezwykle interesujgcym przedsiewzieciem jest rozpoczety w listopa-
dzie 2007 r. projekt sekwencjonowania DNA mikroorganizmow bytujgcych we wne-
trzu i na powierzchni organizmu ludzkiego (ang. Human Microbiome Project) zwany
niekiedy ,drugim genomem cziowieka” (http://nihroadmap.nih.gov/hmp)/). jego ce-
lem jest m.in. okreslenie w jaki spos6b zmiany w sktadzie mikroflory organizmu
wpt3tajg na stan zdrowia.

5. Zakonczenie

Tempo przyrostu danych sekwencyjnych, jak sie wydaje, bedzie rosna¢, az do
granic mozliwosci stosowanych technologii, wynikajacych po prostu z ograniczen
prawami przyrody. Nie wiadomo, czy uda sie stworzy¢ metodami inzynierii gene-
tycznej polimeraze DNA, ktéra bedzie w stanie szybciej przytacza¢ kolejne nukle-
otydy (powyzej 1000 nukleotyddéw na sekunde) niz polimerazy DNA w zywej komor-
ce w trakcie replikacji DNA. Oprécz wydajnosci, istotnym czynnikiem przy poszuki-
waniu nowych technologii sekwencjonowania DNA jest obnizenie kosztéw. Obecnie
koszt sekwencjonowania genomu ludzkiego ocenia sie na 50-70 tysiecy dolarow.
Szacuje sie, ze za pare lat koszt ten moze obnizy¢ sie do okoto tysigca dolardw,
a zatem sumy, o wydanie ktorej pokusi¢ sie moze wiele os6b pragnacych poznac se-
kwencje wlasnego genomu.

Praca finansowana ze $rodkéw Fundacji na rzecz Nauki Polskiej, projekt MISTRZ(JZC).
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