STRESZCZENIE

Sekwencjonowanie nanoporowe nalezy do technik tzw. trzeciej generacji. Polega ono na
elektroforetycznym transporcie kwasé6w nukleinowych przez kanaly bialkowe o nano-
metrowych rozmiarach (nanopory) i identyfikacji ich sekwencji na podstawie zmian mierzo-
nego sygnatlu elektrycznego. Technika nanoporowa pozwolila na znaczace wydluzenie od-
czytow sekwencyjnych oraz bezposrednie sekwencjonowanie natywnych czasteczek DNA
i RNA. W efekcie, w ciagu zaledwie kilku lat od czasu wprowadzenia pierwszego sekwe-
natora nanoporowego, stala sie ona jedna z wiodacych technik sekwencjonowania. Zakres
zastosowan techniki nanoporowej jest bardzo szeroki i obejmuje w szczegélnosci asembla-
cje genomoéw, badanie zmiennosci strukturalnej, identyfikacje modyfikacji kwaséw nukle-
inowych oraz badanie alternatywnego skladania transkryptéw. Dzieki swojej dostepnosci
i prostocie, sekwencjonowanie nanoporowe jest rowniez coraz powszechniej stosowane w
badaniach epidemiologicznych, do szybkiej identyfikacji i monitorowania rozprzestrzenia-
nia sie chorobotworczych bakterii oraz wirusow.

TRZY GENERACJE TECHNIK SEKWENCJONOWANIA

Poznanie informacji zakodowanej w sekwencji DNA stanowi klucz do zro-
zumienia mechanizméw przechowywania, odczytywania i przekazywania tej
informacji przez komoérki, a takze poznania zmiennosci genetycznej i jej wplywu
na réznice fenotypowe pomiedzy organizmami. Wczesne metody sekwencjo-
nowania, opracowane w latach 70-tych ubiegtego wieku, znane sg dzi$ pod na-
zwa sekwencjonowania pierwszej generacji [1]. Sposréd nich, najwieksze uzna-
nie zdobyla metoda terminacji taficucha, opracowana przez zespot Fredericka
Sangera z Uniwersytetu w Cambridge [2]. U podstaw tej metody lezy reakcja
wydltuzania nici DNA przez enzym - polimeraze DNA, ktéra dodaje kolejno
pojedyncze nukleotydy obecne w mieszaninie reakcyjnej. W sklad mieszaniny
nukleotydéw wchodzg réwniez ich zmodyfikowane chemicznie wersje, pelnia-
ce role terminatoréw reakcji. Przylaczenie ich do tworzonego laricucha DNA
uniemozliwia jego dalsze wydiuzanie. Terminatory sa losowo wbudowywane
w wydluzang czasteczke, w wyniku czego powstaja fragmenty DNA o réznej
dlugosci. Pierwotnie sekwencja odczytywana byla poprzez réwnolegle elektro-
foretyczne rozdzielenie produktéw z czterech mieszanin reakcyjnych, zawiera-
jacych poszczegolne rodzaje terminatoréw. Obecnie odczytywanie sekwengji
bazuje na znacznikach fluorescencyjnych dotaczanych do poszczegélnych ro-
dzajéw terminatoréw, umozliwiajacych ich identyfikacje w jednej probéwce, co
czyni sekwencjonowanie duzo szybszym i latwiejszym w wykonaniu.

Zastosowanie metody Sangera na szeroka skale doprowadzito do poznania
sekwencji genoméw wielu gatunkéw, w tym czlowieka [3,4]. Jest to metoda
wcigz uzywana jako kontrolna w rutynowej pracy laboratoryjnej, z uwagi na
wysoka dokltadnos¢ (99.99%) i umiarkowang dlugos¢ wynikowych sekwencji -
odczytéw - zazwyczaj od 500 do 1 000 nukleotydéw (nt). Jej gléwne ogranicze-
nie stanowi brak mozliwosci multipleksowania (w jednej reakcji moze by¢ czyta-
na tylko jedna matryca DNA) i wynikajace z tego wysokie koszty sekwencjono-
wania. Dazenie do rozszyfrowania genomoéw kolejnych gatunkéw stymulowato
opracowanie nowych sposobéw sekwencjonowania, pozwalajacych na zwiek-
szenie wydajnosci tego procesu (Ryc. 1). Jeden z nich polegal na unieruchomie-
niu krétkich fragmentéw DNA na plytce, ich namnozeniu oraz réwnoczesnym
sekwencjonowaniu - podejécie to nazwano sekwencjonowaniem drugiej gene-
racji (NGS, ang. next generation sequencing) [5]. W latach 2005-2007 wprowadzo-
no na rynek trzy rodziny sekwenatoréow NGS, w ktérych zastosowano rézne
metody odczytu krétkich sekwengji: pirosekwencjonowanie, sekwencjonowanie
przez ligacje lub sekwencjonowanie przez synteze. To ostatnie podejscie okazato
sie najbardziej popularng technikag NGS. Sekwencjonowanie przez synteze ba-
zuje na metodzie Sangera i charakteryzuje sie podobnie wysoka dokiadnoscia,
generujac w tym samym czasie wielokrotnie wiecej danych wyjéciowych w po-
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Sekwencjonowanie
pierwszej generacji
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Sekwencjonowanie
drugiej generacji

Sekwencjonowanie
trzeciej generacji

1986: Pierwszy komercyjny automatyczny
sekwenator DNA z detekcja fluorescencyjnie
znakowanych fragmentéw DNA

2005: Pierwszy wysokoprzepustowy
sekwenator do réwnolegtego
generowania krétkich odczytéw DNA

2011: Pierwszy sekwenator do
sekwencjonowania pojedynczych,
natywnych czasteczek DNA

1998: Sekwencjonowanie 1 000 nt DNA
w czasie krétszym niz 1 godzina

2015: Sekwencjonowanie genomu
ludzkiego za 1 000 $

2019: Dlugos¢ pojedynczego odczytu
powyzej 2 min nt

2001: HUMAN GENOME PROJECT
Pierwsza sekwencja genomu ludzkiego
(kompletna w 94%)

2015: 1000 GENOMES PROJECT
Mapa zmienno$ci genetycznej cztowieka
na podstawie 2 504 genomow

2019: TELOMERE-to-TELOMERE
Kompletna sekwencja ludzkiego
chromosomu X wraz z centromerem

Rycina 1. Rozw¢j technik sekwencjonowania. Na rysunku zobrazowano réznice pomiedzy iloscia i dtugoscia odczytéw pierwszej, drugiej i trzeciej generacji (szczegoty
w tekscie). Schemat przedstawia milowe osiggniecia w rozwoju technologii sekwencjonowania oraz ich wplyw na rozwéj wiedzy, na przykladzie poznawania sekwencji

genomu czlowieka.

staci krotkich odczytéw DNA. Poczatkowo ich dlugosé wy-
nosita 36 nt, z czasem za$ wzrosta do 150 nt, a w przypadku
niektérych sekwenatoréw - nawet do 300 nt. W momencie
wprowadzenia technik NGS koszty sekwencjonowania ca-
tych genoméw znaczaco spadly, co spowodowalo prawdzi-
wy przelom w wielu dziedzinach biologii i medycyny.

Techniki NGS majg ogromne spektrum zastosowan.
Umozliwily one rozszyfrowanie sekwencji genomowe-
go DNA gatunkéw istotnych dla nauki i przemystu, daty
poczatek badaniom populacyjnym, a takze znalazly sie na
liscie metod diagnostycznych, wykrywajacych choroby
genetyczne [6]. Dzieki opracowaniu odpowiednich metod
przygotowania bibliotek sekwencyjnych stalo sie takze
mozliwe sekwencjonowanie czasteczek RNA na duza skale
[7]. To z kolei umozliwito analize calych transkryptomow,
czyli wszystkich produktéw ekspresji genéw obecnych w
komoérce w danych warunkach oraz pozwolito na identyfi-
kacje nowych typéw kroétkich niekodujacych RNA, pelnia-
cych w komérkach funkcje regulatorowe. Z drugiej strony,
zaréwno sekwenatory, jak i odczynniki do pracy z NGS po-
zostaja dos¢ drogie i dostepne sa raczej dla wiekszych labo-
ratoriéw i zespoléw badawczych. W dodatku odtworzenie
wyjsciowych sekwencji z olbrzymiej ilosci krétkich odczy-
tow wymaga wieloetapowej analizy, wykonywanej przez
wykwalifikowanych specjalistow - bioinformatykéw, z
wykorzystaniem odpowiednich zasobéw komputerowych.
W wielu przypadkach sekwencja odtworzona z krotkich
odczytéw moze byé niepelna lub zawieraé¢ bledy. Te ogra-
niczenia wskazywaly na konieczno$¢ zwiekszenia diugosci
odczytoéw, przy zachowaniu wysokiej doktadnosci, wydaj-
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nosci i krétkiego czasu sekwencjonowania. Odpowiedz na
to zapotrzebowanie przynioést rozwo6j technik sekwencjono-
wania trzeciej generacji, sposréd ktérych warto wymienié
szczegblnie sekwencjonowanie pojedynczej czasteczki w
czasie rzeczywistym (SMRT, ang. single-molecule real-time
sequencing) oraz sekwencjonowanie nanoporowe [8]. Ich
wspolna cechg jest brak koniecznosci amplifikacji materia-
tu wyjsciowego - do detekgji i odczytania danej sekwencji
wystarczajacy jest sygnal pochodzacy od jednej czasteczki
RNA lub DNA. Pozwolilo to na znaczace uproszczenie pro-
cedur przygotowania bibliotek sekwencyjnych, a co za tym
idzie - wydluzZenie odczytow.

Technologia SMRT zostata wprowadzona w 2011 roku.
Polega ona na réwnoleglym odczycie tysiecy sekwencji
DNA w trakcie syntezy prowadzonej przy zastosowaniu
fluorescencyjnie znakowanych nukleotydéw. Biblioteke se-
kwencyjna stanowi mieszanina czgsteczek DNA (matryc)
poddanych cyrkularyzacji przy pomocy specjalnych ada-
pterow. Obecnosé adaptera umozliwia wigzanie sie DNA ze
starterem oraz przytaczona do niego pojedyncza czasteczka
polimerazy DNA, unieruchomiona w specjalnych zaglebie-
niach plytki sekwencyjnej. W trakcie procesu syntezy zagle-
bienie o$wietlane jest promieniem lasera [8]. Rozmiar zagle-
bienia jest na tyle maty, ze o$wietlany jest wylacznie wbu-
dowywany nukleotyd, a w efekcie syntezy znacznik fluore-
scencyjny jest odcinany i dyfunduje poza obszar detekgji.
Dzieki temu sekwencjonowanie zachodzi bezposrednio w
momencie wydiuzania nici. Diugosé odczytow SMRT jest
znaczaco wieksza niz w przypadku odczytéw NGS i moze
wynosi¢ nawet 50000 nt (Srednio 20000 nt). Technologia
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SMRT uzywana jest miedzy innymi do badari wariantéw
strukturalnych czy skladania duzych i skomplikowanych
genomow [9]. Pomimo zalet zwigzanych z dtugoscig odczy-
tow, przepustowos¢ i doktadnosé technologii SMRT nadal
zauwazalnie ustepuje metodom NGS. Poza tym, z uwagi na
wysoki koszt aparatury, sekwenatory SMRT, podobnie jak
wczeéniej sekwenatory NGS, funkcjonuja przede wszyst-
kim w duzych laboratoriach badawczych badz ustugowych.

Pod wzgledem dostepnoéci, prawdziwg rewolucje przy-
niosta kolejna metoda sekwencjonowania, oparta na inno-
wacyjnej technologii nanoporéw [10]. Jej komercyjna im-
plementacja w postaci przenosnego sekwenatora MinlON,
wprowadzonego na rynek w 2014 roku przez firme Oxford
Nanopore Technologies, odniosta blyskawiczny sukces
dzieki malym rozmiarom, prostocie obstugi i przystepnej
cenie. W kolejnych rozdziatach skupimy sie na przedsta-
wieniu zasady sekwencjonowania nanoporowego, scharak-
teryzujemy najwazniejsze wtasnosci i gléwne rodzaje biatek
nanoporowych stanowiagcych ,centra sekwencyjne” oraz
zaprezentujemy dostepne sekwenatory, ktére bazuja na tej
technologii. Ostatnig czes$¢ pracy poswiecimy oméwieniu
obecnych zastosowan sekwencjonowania nanoporowego, a
takze perspektywom jego dalszego rozwoju.

IDEA SEKWENCJONOWANIA NANOPOROWEGO

Pomyst wykorzystania nanoporéw do sekwencjonowa-
nia DNA siega lat 80-tych ubieglego wieku, kiedy to prace
nad ta technologia rozpoczelo kilka laboratoriéw na $wiecie
[11]. W 1995 roku opisano po raz pierwszy udany ekspery-
ment elektroforezy kwasu nukleinowego przez kanat jono-
wy w membranie [12]. Jako kanal wykorzystano wéwczas
a-hemolizyne - bialkowa toksyne pochodzaca z bakterii
Staphylococcus aureus, zdolna do tworzenia poréw w blo-
nach eukariotycznych. Badacze umiescili a-hemolizyne w
dwuwarstwie lipidowej, rozdzielajacej na dwie czesci po-
jemnik wypelniony buforem. Bialko tworzylo kanal, otwie-
rajacy sie pod wplywem przytozonego napiecia. Srednica
kanatu w najwezszym miejscu wynosita 1,5 nm, co umozli-

wialo przejécie rozciggnietej jednoniciowej czgsteczki RNA
lub DNA na druga strone membrany, powodujac jednocze-
$nie czasowe blokowanie kanatu i spadek przeptywu pra-
du jonowego. Czas trwania spadku byt proporcjonalny do
dtugosci translokowanej czasteczki. W pdzniejszych ekspe-
rymentach pokazano, ze éledzenie charakterystyki zmian
przeplywu pradu (czasu i amplitudy) zwigzanych z prze-
chodzeniem DNA przez nanopor umozliwia identyfikacje
nukleotyddéw, np. odréznienie ciggéw puryn od pirymidyn
[13]. Dalsze prace w tym kierunku doprowadzily do stwo-
rzenia algorytméw ttumaczacych zmiany potencjalu elek-
trycznego na sekwencje DNA.

Poruszanie si¢ DNA w nanoporze pod wplywem napie-
cia elektrycznego jest niezwykle szybkim procesem - czas
przebywania jednego nukleotydu w najbardziej waskim
punkcie nanopora, stanowiacym obszar detekcji sygna-
tu, wynosi mniej niz 10 ps. Zwiekszenie stosunku sygnatu
do szumu, niezbedne do poprawnej identyfikacji nukle-
otydéw, wymagalo wydiuzenia czasu detekcji co najmniej
dziesieciokrotnie [14]. Ponadto, DNA zazwyczaj wystepuje
w formie dwuniciowej, podczas gdy rozmiar otworu biatka
nanoporowego i sam proces sekwencjonowania wymagaja
przejécia jednoniciowej czgsteczki kwasu nukleinowego.
Rozwigzanie obu tych probleméw przyniosto zastosowanie
pomocniczego biatka, zwanego biatkiem motorowym (ang.
motor protein) [11]. Jest to enzym o wlasciwosciach helikazy,
ktéry wiagze sie z DNA i umozliwia jego rozplecenie oraz
skierowanie tylko jednej nici do otworu. Powoduje to jedno-
cze$nie spowolnienie i uregulowanie czasu przejécia DNA
przez nanopor. Polaczenie w catos¢ wszystkich wymienio-
nych elementéw doprowadzilo do stworzenia sekwenatora
nanoporowego w obecnym wydaniu.

PRZEBIEG EKSPERYMENTU SEKWENCJONOWANIA
DNA W NANOPORACH

MinlON - pierwszy i podstawowy sekwenator nanopo-
rowy to niepozorne urzadzenie wazace 90 graméw i miesz-
czace sie na dloni. Na czas sekwencjonowania sekwenator
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Rycina 2. Zasada dzialania sekwenatora nanoporowego. A - biatko motorowe rozplata ni¢ DNA podczas jej przechodzenia przez nanopor w trakcie sekwencjonowania.

B - schemat przeksztalcenia sygnatu elektrycznego w sekwencje nukleotydow.
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jest podlaczany do laptopa i sterowany poprzez dedyko-
wane oprogramowanie. Giéwne czesci funkcjonalne urza-
dzenia MinION to wymienna plytka sekwencyjna (ang. flow
cell) i detektor. Na plytce umiejscowiona jest elektrooporo-
wa membrana z syntetycznego polimeru, w ktéra wbudo-
wane s bialka - nanopory (Ryc. 2A). Membrana trwale od-
dziela dwa przedzialy wypelnione buforem, ktére nazywa-
my stronami cis i frans. Rozpoczynajac sekwencjonowanie,
przygotowana wczesniej biblioteke sekwencyjna podajemy
na strone cis. Samo przygotowanie bibliotek sekwencyjnych
jest stosunkowo proste i polega na przylaczeniu do obu
koricow DNA sekwencji adapterowych, ktére wigza biat-
ko motorowe i kieruja DNA w strone nanopora. Co wazne,
biatko motorowe zostaje aktywowane dopiero przy kontak-
cie z nanoporem, a wiec DNA w roztworze pozostaje w for-
mie dwuniciowej. Tak przygotowana biblioteka jest gotowa
do sekwencjonowania.

Przylozenie napiecia elektrycznego do systemu inicjuje
stochastyczny ruch jonéw w roztworze i otwarcie nanopo-
réw, co uruchamia proces sekwencjonowania. Naladowane
ujemnie czasteczki kwasu nukleinowego poruszaja sie w
kierunku zgodnym z przylozonym napieciem i po rozple-
ceniu przez biatko motorowe przechodzg przez nanopor na
strone trans ukladu. Detektor wykrywa wahania potencjalu
elektrycznego wywolane przechodzeniem czasteczek DNA
przez obszar czuly nanopora i przekazuje je do komputera,
gdzie zapisywane sg za pomoca dwoéch parametréw - nate-
zenia pradu i czasu. Mozna te wahania przedstawic¢ w for-
mie wykreséw zygzakowatych (ang. squiggle plot), o prze-
biegu charakterystycznym dla danej sekwencji nukleoty-
déw (Ryc. 2B). Te informacje sa przetwarzane na dalszym
- bioinformatycznym etapie sekwencjonowania.

Surowe sygnaly wychodzace z sekwenatora zapisywa-
ne s3 w formacie FAST5. Nastepnie algorytm obliczeniowy
dokonuje transformacji tych nieczytelnych dla czlowieka
danych na sekwencje DNA, w procesie zwanym po angiel-
sku basecalling i przeksztalca pliki FAST5 na format FASTQ.
Ten ostatni jest standardowym formatem przechowywania
informacji o sekwendji i jej jakosci, wprowadzonym wraz
z technologia NGS i rozpoznawanym praktycznie przez
wszystkie programy do dalszych etapéw analizy danych
sekwencyjnych.

Poniewaz rozmiar i czuto$é¢ obecnych nanoporéw nie
pozwalaja na wykrywanie sygnaléw pochodzacych od

pojedynczych nukleotydéw, interpretacja danych przez
program do odczytu nukleotydéw zachodzi na poziomie
»stow” - segmentow zloZzonych z czterech nukleotydow.
Unikatowe kombinacje stéw zawarte sa w specjalnym zesta-
wie danych - modelu. Korzystajac z takiego modelu mozna
przeksztalci¢ otrzymane z sekwenatora sygnaly na sekwen-
cje DNA. Poprawno$¢ tego procesu ma integralne znacze-
nie dla doktadnosci sekwencjonowania. Co za tym idzie,
oprogramowanie do identyfikacji sekwengji jest nieustannie
rozwijane i obecnie istnieje juz ponad 20 programoéw, bazu-
jacych na réznych typach algorytmoéw. Jednym z bardziej
rozpowszechnionych jest Guppy Basecaller, stworzony w
oparciu o sieci neuronowe, bedacy narzedziem o bardzo
duzej dokladnosci i szybkosci przetwarzania danych [15].

BIOLOGICZNE NANOPORY

Funkcjonalnoé¢ nanopora ma kolosalny wptyw na cato-
ksztalt systemu sekwencyjnego i zalezy od kilku jego cech.
Najwazniejsze z nich to struktura kanalu - jego rozmiar i
ksztalt powinny pasowac¢ do struktury jednoniciowego
DNA/RNA - oraz czulosé, ktérg mozna okresli¢ jako uni-
kalnoé¢ zaburzen przeplywu pradu przez poszczegdlne
nukleotydy. Nanopor powinien zapewniaé rozpoznawa-
nie i odréznianie mozliwie duzej ilodci sygnaléw wywola-
nych przejéciem kwasu nukleinowego, a jednoczesnie nie
generowaé szumoéw, powodowanych np. wykrywaniem
nukleotydéw znajdujacych sie poza obszarem detekcji. W
celu zapewnienia obu tych cech, testuje sie zaré6wno nano-
pory biologiczne jak i te wytwarzane na bazie materiatéw
nieorganicznych, takich jak tlenek krzemu czy grafen [10].
W poréwnaniu z biologicznymi, nieorganiczne nanopory
zachowuja wieksza stabilnoé¢ w warunkach napiecia elek-
trycznego i moga tworzy¢ na tyle krétki kanat, aby gene-
rowac sygnal dla 1-2 nukleotydéw. Ich wada jest to, ze sa
stabo modyfikowalne pod katem wtasnosci chemicznych,
mniej kompatybilne z bialkami motorowymi i produkuja
stabo czytelny sygnat [16]. Dlatego w sekwenatorach DNA
zaimplementowano systemy bazujgce na nanoporach biolo-
gicznych. Sa to zmodyfikowane formy biatek kanatowych,
w naturze zdolnych do tworzenia poréw w btonach komoér-
kowych.

Wspomniana wczesniej a-hemolizyna, bedaca pierwsza
skuteczna implementacja nanopora, byta dobrym punktem
odniesienia dla opracowania catego systemu. Ma ona jed-
nak pewne niedoskonalosci. Region czuly nanopora czyli

region czuty
region czuty
region czuly

o-hemolizyna MspA (R7)

D

egiony czute

CsgG (R9) R10

Rycina 3. Biatka nanoporowe wykorzystywane w sekwencjonowaniu kwaséw nukleinowych. A - a-hemolizyna, pierwsze biatko nanoporowe; B - MspA, biatko nanopo-
rowe w wersji plytek sekwencyjnych R7; C - CsgG, biatko nanoporowe w wersji plytek sekwencyjnych R9; D - biatko nanoporowe z dwoma regionami czutymi w wersji

plytek sekwencyjnych R10.
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ta czes¢ kanatu, w ktorej nukleotydy znajduja sie podczas
detekcji, musi by¢ mozliwie waski oraz miesci¢ jak naj-
mniej nukleotydéw jednoczednie [11]. W regionie czulym
a-hemolizyny miesci sie okoto 10 nukleotydéw, ktére jed-
noczeénie zaburzajg przeplyw pradu, co utrudnia ich iden-
tyfikacje i powoduje stworzenie dodatkowego szumu pod-
czas detekgji (Ryc. 3A). W nanoporowych plytkach sekwen-
cyjnych wersji R7, wprowadzonych wraz z sekwenatorem
MinION, zastosowano inne biatko, poryne A, pochodzaca
od bakterii Mycobacterium smegmatis (MspA). Biatko MspA
stabilniej niz a-hemolizyna utrzymuje stan otwarty pod
wplywem przylozonego napiecia, a w jego regionie czutym
mieszcza sie okoto 4 nukleotydy, co pozwala na duzo lepsza
identyfikacje sekwencji przecigganej nici DNA w oparciu o
charakterystyke zmian przeptywu pradu w czasie (Ryc. 3B).

Najbardziej skutecznym jak dotad nanoporem biologicz-
nym okazato sie¢ zmodyfikowane biatko CsgG (ang. Curli
production assembly/transport component) z Escherichia coli.
W naturalnych warunkach CsgG jest lipoproteing wbudo-
wana w zewnetrzna blone bakteryjna, gdzie pelni funkcje
kanatu wyprowadzajacego na zewnatrz komérek amylo-
idy, uczestniczace w tworzeniu biofilmu [17]. Nanopory
CsgG zostaly zaimplementowane w produkcji plytek se-
kwencyjnych w wersji R9, udostepnionych w pazdzierniku
2016 roku [18]. Nanopory R9 maja podobna do R7 dtugosé
regionu czulego, ale wykazuja jeszcze lepsza stabilnos¢,
selektywnos$¢ oraz kompatybilnoéé z innymi elementami
systemu nanoporowego (Ryc. 3C). Dalsze udoskonalanie
nanoporéw doprowadzito do wydania kolejnej wersji pty-
tek sekwencyjnych, R10, wprowadzonych do sprzedazy na
poczatku 2020 r. W tej wersji otw6r nanopora jest wydtuzo-
ny i posiada dwa regiony czule, kolejno po sobie zbierajace
sygnaly generowane przez przechodzaca czasteczke DNA
(Ryc. 3D). W efekcie prowadzi to do wiekszej dokladnosci
odczytu i zmniejsza ryzyko btedéw zwigzanych z sekwen-
cjonowaniem regionéw zawierajacych ciagi identycznych
nukleotydow.

ZALETY IWADY SEKWENCJONOWANIA
NANOPOROWEGO

W poréwnaniu z metodami NGS, sekwencjonowanie
nanoporowe wyrdznia szereg cech, ktére zadecydowaly o
szybkim rozpowszechnieniu sie tej techniki. Naleza do nich:

Identyfikacja DNA w natywnej formie. Zrédlem sygna-
tu jest samo przechodzenie DNA przez nanopor, a nie pro-
ces jego amplifikacji. Znaczaco upraszcza to i przyspiesza
przygotowanie biblioteki sekwencyjnej. Podczas tego pro-
cesu, adaptery sa przytaczane do DNA przy udziale enzy-
mu ligazy lub transpozazy, zaleznie od zastosowanego pro-
tokotu (https:/ /store.nanoporetech.com/eu/sample-prep.
html). W tym drugim przypadku cata procedura przygoto-
wania biblioteki trwa zaledwie 10 min;

Nieobowiazkowos¢ reakcji amplifikacji DNA. Amplifi-
kacja DNA jest potrzebna w konkretnych przypadkach, kie-
dy iloé¢ materialu wyjéciowego jest czynnikiem limitujacym
lub gdy priorytetem jest wydajnosé sekwencjonowania, a
nie dlugos¢ odczytéw. Jednak w przeciwienistwie do tech-
nik NGS, PCR nie jest niezbednym etapem przygotowania

Postepy Biochemii 66 (3) 2020

biblioteki do sekwencjonowania nanoporowego. Eliminujgc
etap amplifikacji ograniczamy ryzyko btedéw technicznych,
np. wprowadzenia zmian w sekwengji czy nieréwnego na-
mnozenia fragmentéw DNA o réznej zawartosci par GC.
Przekltada sie to na lepszg reprezentacje stezeni transkryp-
tow w analizach ekspresji genéw oraz bardziej réwnomier-
ne pokrycie odczytami sekwencjonowanych genomoéw [19];

Brak ograniczenia dlugosci odczytéw. Odczytywanie
sekwencji DNA moze trwaé tak diugo, jak diugo aktywne
jest biatko nanoporowe [20]. Obecne wersje nanoporéw po-
zwalaja na sekwencjonowanie kazdej nici w tempie ok. 400
nukleotydéw na sekunde, a sam proces sekwencjonowania
zazwyczaj trwa do 48 h. Oznacza to w praktyce brak tech-
nicznych ograniczen co do dtugosci sekwengji - jest ona de-
terminowana wylgcznie diugoécig przechodzacej przez na-
nopor nici DNA. W istocie, najdiuzszy odnotowany dotad
odczyt nanoporowy, pochodzacy od genomowego DNA
ludzkiego wynosit 2272 580 nt [21]. Dla poréwnania, ta dtu-
g0s¢ rowna sie polowie dlugosci genomu E. coli albo 6smej
czesci chromosomu 4 u rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana);

Krotki czas sekwencjonowania. W przypadku technik
NGS detekcja sygnatu wymaga zatrzymania procesu am-
plifikacji po kazdym cyklu i jest najbardziej czasochfonnym
etapem sekwencjonowania. W sekwencjonowaniu nanopo-
rowym detekcja sygnatlu zachodzi w czasie rzeczywistym,
w momencie kontaktu DNA z nanoporem [11,22];

Skromne wymagania sprzetowe. Przygotowanie biblio-
teki sekwencyjnej wymaga wylacznie standardowych urza-
dzen laboratoryjnych, takich jak termoblok czy aparat do
analizy stezenia i diugosci DNA. W technice nanoporowej
po raz pierwszy nie jest wymagany specjalistyczny sprzet
do odczytywania sygnaléw fluorescencji. Sam sekwenator
jest podlaczany do komputera przez standardowy port USB
3.0, dlatego sekwencjonowanie mozna przeprowadzi¢ na-
wet w warunkach polowych, uzywajac laptopa wyposazo-
nego w odpowiednia ilo§¢ pamieci operacyjnej i pojemny
dysk SSD, przystosowany do bardzo szybkiego zapisu da-
nych [23]. Wieksze wymagania (bardzo wydajny procesor
graficzny) musza by¢ spelnione, jezeli planowany jest row-
noczesny odczyt nukleotydéw i podglad wynikéw sekwen-
cjonowania w czasie rzeczywistym. Oprogramowanie se-
kwenatora daje taka mozliwos¢, jednak zwykle ten i kolejne
etapy analiz bioinformatycznych przeprowadza sie juz po
zakoriczeniu sekwencjonowania, na odpowiednio przysto-
sowanych komputerach i serwerach;

Mozliwosé identyfikacji zmodyfikowanych nukleoty-
déw. Jako ze w sekwencjonowaniu nanoporowym wy-
krywanie nukleotydéw zachodzi bezposrednio, istnieje
mozliwoé¢ opracowania modeli detekcji, ktére pozwolg
poszerzy¢ zakres wykrywanych zasad ponad cztery pod-
stawowe. Na przyklad, Wescoe i wsp. opracowali algorytm
wykrywania pieciu wariantéw epigenetycznie zmodyfiko-
wanej cytozyny [24];

Mozliwosé bezposredniego sekwencjonowania RNA.
System nanoporowy umozliwia sekwencjonowanie czaste-
czek RNA bezposrednio, bez koniecznosci wczedniejszego
etapu przepisania na sekwencje komplementarnego DNA
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(cDNA). W polaczeniu z udoskonalanymi ciggle algoryt-
mami do odczytu nukleotydéw daje to nadzieje na lepsze
poznanie wlasciwosci czasteczek RNA, takich jak modyfi-
kacje nukleotydéw. Dodatkowo, mozliwe jest odtworzenie
pelnych sekwencji transkryptéw na poziomie pojedynczych
odczytéw, co jest korzystne dla lepszego zrozumienia me-
chanizmoéw alternatywnego skladania transkryptéw (ang.
alternative splicing) [25];

Skalowalnosé eksperymentu. Na pojedynczej plytce se-
kwencyjnej stosowanej w aparacie MinlON mieéci sie 2 048
nanoporéw. S one zgrupowane po cztery, tworzac 512 nie-
zaleznych kanatéw detekcji, z ktérych jednoczeénie pozyski-
wane sa informacje. W obrebie danego kanatu nieaktywny
nanopor moze by¢ zastapiony innym, co pozwala na opty-
malizacje czasu i wydajnosci sekwencjonowania. W jednym
eksperymencie sekwencjonowania na urzadzeniu MinlON
mozna wygenerowac odczyty DNA o Iacznej dtugosci do 30
miliardow nt badz do 12 milionéw odczytéw RNA. Na ryn-
ku dostepne sa jednak réwniez inne sekwenatory i urzadze-
nia pomocnicze, umozliwiajace zwiekszenie lub zmniejsze-
nie skali eksperymentu (https://store.nanoporetech.com/
eu/devices). Najwiekszym z nich jest obecnie PromethION
48. Dziala on na tej samej zasadzie co MinlON, ale moze po-
miesci¢ do 48 niezaleznych plytek sekwencyjnych. Kazda z
nich wyposazona jest w 3000 kanatéw i 12000 nanopordéw,
i kazda moze jednorazowo wygenerowac odczyty o 1acznej
dlugosci pozwalajacej na 20-40-krotne pokrycie genomu
czlowieka [26]. Do sekwencjonowania mozna jednocze$nie
uzy¢ dowolnej liczby plytek, a ich ilos¢ mozna zwiekszac
lub zmniejsza¢ wg zapotrzebowania, w trakcie pracy se-
kwenatora.

Jak kazda technologia, sekwencjonowanie nanoporowe
ma réwniez swoje ograniczenia. Wydajnos¢ eksperymen-
tu zalezy od kilku czynnikéw, przez co moze by¢ bardzo
zmienna. Jednym z elementéw ograniczajacych jest wyjscio-
wa ilosé DNA, przy czym zalezy ona od jego diugosci - im
wyzsza masa czasteczkowa DNA, tym wiecej nalezy go
uzy¢ do sekwencjonowania. Dodatkowo dlugie czasteczki
DNA wolniej migruja w roztworze sekwencyjnym i rzadziej
wchodza w interakcje z nanoporem. Zatem nalezy sie liczy¢
z tym, ze - o ile nie zostanie przeprowadzona selekcja DNA
pod katem dlugosci na etapie przygotowania biblioteki - w
wyjsciowym zbiorze danych wiekszo$¢ odczytéw bedzie
mie¢ malq lub érednia dlugosé. Charakterystyczna cecha
eksperymentéw nanoporowych jest réowniez to, ze duzy od-
setek takich krétkich odczytow przy sekwencjonowaniu bi-
bliotek genomowego DNA ma bardzo niska jakosc¢ i powi-
nien zosta¢ odfiltrowany na etapie analizy (https://nano-
poretech.com/resource-centre/ maize-genome-complexity-
traversed-oxford-nanopore-technology).

Kolejnym czynnikiem wplywajacym na wydajnosé eks-
perymentu jest stan nanoporéw w plytce sekwencyjnej.
Poniewaz sa to biatka, ich zZywotnos¢ jest ograniczona i
zalezy miedzy innymi od czasu i warunkéw przechowy-
wania plytki. Jedyna ocena oczekiwanej wydajnosci jest
testowanie plytki pod katem liczby aktywnych nanoporéw
w poczatkowym momencie sekwencjonowania. Dodat-
kowym utrudnieniem jest zjawisko zatykania nanoporéw
przez DNA, przez co staja si¢ niedostepne dla kolejnych
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czgsteczek. Oprogramowanie sekwenatora ma zdolnos¢
wykrywania i odblokowywania takich nanoporéw poprzez
zastosowanie odwréconego pradu i ,wycofywanie” utknie-
tej czasteczki DNA. Ten proces jest jednak daleko mniej
skuteczny w przypadku sekwencjonowania dtugich czaste-
czek, przez co wydajnosé sekwencjonowania genomowego
DNA maleje wraz z czasem.

Waznym ograniczeniem sekwencjonowania nanoporo-
wego w poréwnaniu z technikami NGS pozostaje nizsza
doktadnos¢ pojedynczych odczytéw, definiowana jako
procent zgodnosci sekwencji nukleotydéw w odczycie ze
znang referencja. Pierwsze sekwenatory nanoporowe miaty
dokladnos¢ rzedu 66%. Btedy w odczytach nanoporowych
zdarzaja sie stochastycznie i sa glownie efektem szumu
termodynamicznego w trakcie poruszania sie czasteczek
w nanoporach [27]. Ze wzgledu na losowo$¢ wystepowa-
nia tych bledow w sekwengji, doktadnoé¢ wynikéw mozna
znaczaco poprawic, bazujac na odpowiednio duzej liczbie
odczytéow (wysokim stopniu pokrycia genomu), z wyko-
rzystaniem komputerowych algorytméw [28]. Czesto stoso-
wang metoda jest takze wykorzystanie krétkich odczytéw
uzyskanych technika NGS do poprawy jakosci odczytow
nanoporowych, na réznych etapach analizy [29]. Nalezy
jednak zauwazy¢, ze dzieki systematycznemu udoskona-
laniu zar6wno sekwenatora jak i programéw do analizy
danych nanoporowych, a w szczegélnosci zastosowanych
nanoporéw biologicznych, dokladnos¢ odczytéw sekwencji
DNA systematycznie roénie i obecnie wynosi juz 95% [30].

ZASTOSOWANIA SEKWENCJONOWANIA
NANOPOROWEGO

Zastosowanie sekwencjonowania nanoporowego zniosto
wczeéniejsze ograniczenia nalozone przez niska dlugosc
odczytéw uzyskanych technikami NGS, przyczyniajac sie
do szybkiego rozwoju wielu dziedzin biologii i medycyny
(Ryc. 4). Ponizej przedstawiono przykladowe osiggniecia,
obrazujace skale tego postepu.

SEKWENCJONOWANIE I ASEMBLACJA GENOMOW

Jednym z gléwnych zastosowan sekwencjonowania
DNA pozostaje poznawanie nowych genoméw. Odtworze-
nie sekwencji genomu wylacznie na podstawie odczytow
sekwencyjnych nazywa si¢ asemblacjg de novo. W duzym
uproszczeniu polega ona na poszukiwaniu nakladajacych
sie odczytéw i polaczeniu ich w kontigi - ciggte sekwencje
konsensusowe. Idealnie zloZony kontig jest reprezentacja
catego chromosomu. W praktyce, otrzymujemy pewna licz-
be kontigéw o réznej dlugosci, ktérych wzajemne ulozenie
ustala sie na kolejnych etapach asemblacji. Wynik asembla-
qji zalezy od poczatkowej dtugosci i jakosci odczytéw oraz
rozmiaru i zlozonosci badanego genomu. Przykladowo, w
genomach czesto obecne sa ciggi powtérzen, przekraczaja-
ce dlugosé pojedynczych odczytéw. Takie struktury pro-
wadza do powstawania wielu alternatywnych wariantow
polaczen kontigéw o nakfadajacych sie konicach [31]. Pod
tym wzgledem najtatwiejsze do odtworzenia sg sekwencje
genomoOw bakteryjnych. Sa one wzglednie male, maja for-
me chromosomu kolistego, a dlugos¢ ich regionéw powto-
rzonych siega najwyzej 7 000 par zasad, co lezy w zakresie
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transkryptow MALE ROZMIARY
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CZASTECZKI SPRZETOWE
Identyfikacja Sledzeqie o
modyfikowanych zasad rozprzestrzeniania sie
w DNA i RNA infeked

Rycina 4. Wtasciwosci i zastosowania sekwencjonowania nanoporowego. Zdjecie przedstawia sekwenator MinlON potaczony ze sterujgcym nim laptopem.

dtugosci odczytéw trzeciej generacji. Po raz pierwszy asem-
blacje genomu bakteryjnego wylacznie z diugich odczytow
wykonano technikg SMRT w 2013 roku [32], a z odczytéow
nanoporowych - dwa lata poZniej [28].

Asemblacja de novo umozliwila odtworzenie sekwen-
¢ji genomoéw eukariotycznych wielu nowych gatunkow.
W przypadku duzych i zlozonych genomoéw, asemblacje
wykonane w oparciu o dlugie odczyty sa udokladniane i
korygowane przy pomocy danych dodatkowych, pocho-
dzacych z sekwencjonowania NGS, badania fizycznych
interakcji chromatyny, informacji o potozeniu markeréw
genetycznych (dane cytogenetyczne) czy rozkladzie miejsc
restrykcyjnych w genomie (mapowanie optyczne) [29,33].
Pod wzgledem zlozonosci asemblacji, genomy roélinne sta-
nowia szczegblne wyzwanie, z uwagi na duza rozpietosé
ich rozmiaréw, stopieni ploidalnosci oraz olbrzymia za-
wartoé¢ regionéw powtérzonych i transpozonéw [34-36].
Dzieki sekwencjonowaniu diugich odczytow uzyskano
bardziej kompletne i ciggle wersje szeregu genoméw roslin-
nych - rzodkiewnika, sorgo, pomidora, kapusty czy banana
[29,33,37,38]. Te osiagniecia stwarzaja realna perspektywe
poznania bogactwa genetycznego organizméw eukario-
tycznych na Ziemi, czego przejawem jest zainicjowanie w
2018 r. projektu o nazwie Earth Biogenome Project, ktérego
celem jest zsekwencjonowanie jak najwiekszej ilosci gatun-
kow w ciagu dziesieciu lat [39].

Ze wzgledu na swoja dlugos¢, odczyty nanoporowe daja
mozliwoé¢ wypelnienia przerw istniejacych w wielu geno-
mach referencyjnych, np. w genomie czlowieka. Pierwsza,
mocno pofragmentowana wersja tego genomu zostala opu-
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blikowana w 2001 roku, w wyniku realizacji ogromnego
projektu, ktory trwat ponad dziesie¢ lat. W kolejnych latach
ta wersja byla udoktadniana, dzieki czemu poznano sktad i
strukture ludzkich genéw, mechanizmy ich ekspresji i regu-
lacji, jak réwniez odkryto genetyczne przyczyny wielu cho-
réb oraz opracowano nowe sposoby ich diagnostyki i lecze-
nia. Jednak nawet po dwudziestu latach od momentu opu-
blikowania, genom referencyjny czlowieka wciaz zawiera
przerwy w regionach trudnych do zsekwencjonowania,
takich jak tandemowe powtérzenia. Niedawno grupa bada-
czy tworzacych konsorcjum T2T (ang. telomere-to-telomere,
czyli ,od telomeru do telomeru”) przedstawita sekwencje
genomu ludzkiej linii komérkowej CHM13, zlozonego z
polaczenia odczytéw nanoporowych, odczytéw SMRT oraz
danych uzyskanych innymi technikami [40]. Bazujac na tej
asemblacji, badacze wykonali nastepnie manualne korek-
ty i eksperymenty walidacyjne, uzyskujac w efekcie pelna
sekwencje chromosomu X. Zlikwidowali tym samym 29
dotychczasowych przerw w sekwencji tego chromosomu,
obejmujacych Iacznie ponad milion nukleotydéw.

BADANIE ZMIENNOSCI STRUKTURALNE]

Zmianami strukturalnymi okresla sie¢ zmiany w sekwen-
cji DNA obejmujace duze obszary genomu (zwykle kilkaset
par zasad lub wiecej). Do tego opisu pasuje wiele réznych
wariantéw, takich jak zmiany liczby kopii fragmentéw DNA
(duplikacje i delecje), inwersje, translokacje wewnatrz- i
miedzychromosomalne, insercje mobilnych elementéw ge-
netycznych, zmiany liczby powtérzen tandemowych, czy
wydtuzanie ciaggéw satelitarnego DNA. Wobec tej rézno-
rodnosci, zmiennos¢ strukturalna genomow jest szczeg6l-

199



nie trudnym do badania zjawiskiem. Dlatego dla poznania
skomplikowanych rearanzacji genomowych korzystne jest
zastosowanie diuzszych odczytéw, o bardziej unikalnych
sekwencjach. Dlugie odczyty umozliwiaja réwniez wyko-
rzystanie asemblacji de novo w badaniu i diagnostyce scho-
rzen genetycznych wynikajacych ze zmian strukturalnych
DNA, podczas gdy analizy z wykorzystaniem danych NGS
bazuja przede wszystkim na poszukiwaniu niezgodnosci
w mapowaniu krétkich odczytéow do genomu referencyj-
nego. Przyczyna niektérych schorzenn moze byé zjawisko
katastrofy chromosomalnej (ang. chromothripsis), ktére po-
lega na silnym pofragmentowaniu jednego lub kilku chro-
mosomow, a nastepnie ich rearanzacji, prowadzacych do
takich zmian jak mutacje genowe czy powstawanie genéw
fuzyjnych [41]. W przypadku tak skomplikowanych prze-
stawieni, sekwencjonowanie dlugich odczytéw jest niemal
jedyna mozliwoscig doktadnego ich zbadania, dlatego jest
coraz czeéciej stosowane. W poréwnaniu z technikg NGS,
pozwala ono na wykrycie wiekszej liczby rearanzacji, przy
mniejszym pokryciu genomu oraz zmniejsza ryzyko bled-
nego okreélenia miejsca ich wystepowania [42]. Dodatkowa
zaleta wynikajaca z zastosowania technologii nanoporowej
jest takze ulatwienie fazowania (ang. phasing), czyli prawi-
dlowego rozdzielenia alleli pochodzacych z chromosomu
matczynego i ojcowskiego w DNA heterozygoty.

Calogenomowe sekwencjonowanie DNA metoda diu-
gich odczytéw wykorzystano réwniez do badania translo-
kacji zréwnowazonych i inwersji u cztowieka. Podczas me-
jozy obecnosé tego typu rearanzacji moze skutkowaé nie-
prawidltowa segregacja chromosoméw, a w konsekwencji
nieprawidlowym wyksztalceniem gamet, objawiajacym sie
zaburzeniami ptodnoéci u nosiciela. Tradycyjnie transloka-
gje i inwersje bada sie za pomoca oznaczania kariotypu lub
- wykazujacej nieco wyzsza rozdzielczoé¢ - hybrydyzacji
fluorescencyijnej in situ. Zadna z tych metod nie daje szcze-
golowego wgladu w sekwencje regionéw granicznych re-
aranzacji, przez co trudno jest oceni¢ jej mozliwy wpltyw na
strukture genéw pokrywajacych sie z tymi regionami. Hu
i wsp. przebadali genomy szesciu 0oséb z potwierdzonymi
translokacjami zréwnowazonymi i jednej osoby z inwersja,
stosujac sekwencjonowanie nanoporowe oraz mapowanie
odczytow do genomu referencyjnego [43]. W efekcie pra-
widlowo zidentyfikowali wszystkie rearanzacje, a dodat-
kowo okreélili ich koordynaty genomowe. Dzieki temu w
czterech przypadkach wykryto nieujawnione wczeéniej
rozbicie struktury genéw lezacych na granicy obszaru re-
aranzacji, poprzez ich czesciowa translokacje. Wskazuje to
na perspektywy zastosowania sekwencjonowania nanopo-
rowego do klinicznej diagnostyki translokacji zréwnowa-
zonych, przy stosunkowo niewielkim pokryciu genomu, a
wiec niskich kosztach.

Jezeli w kontekscie genomoéw ludzkich badania zmien-
nosci strukturalnej najczesciej maja podloze medyczne, to w
przypadku roslin, zmienno$¢ strukturalna genoméw anali-
zowana jest pod katem roli w przystosowaniu do nowych
warunkéw srodowiskowych, adaptacji na stres, proceséw
ewolucyjnych czy waznych cech uzytkowych. Doskonatym
przykladem obrazujacym korzysci z zastosowania diugich
odczytéow w badaniach genoméw roélinnych, jest komplek-
sowa praca opisujaca asemblacje de novo i poréwnanie se-
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kwencji genoméw dwoéch odmian ryzu (Oryza sativa): ba-
smati (linia Basmati 334 z Pakistanu) i sadri (linia Dom Sufid
z Iranu) [44]. Obie odmiany majg wysokie walory smakowe
i reprezentuja ostatnia i najmniej poznana sposréd czterech
glownych ewolucyjnych grup ryzu: japonica, indica, aus i
circum-basmati. Autorzy wspomnianej pracy ztozyli geno-
my referencyjne dla obu odmian na podstawie odczytow
nanoporowych, uzyskujac asemblacje o wysokiej jakosci i
cigglosci. Nastepnie poréwnali je miedzy sobg oraz ze zna-
nymi genomami innych grup ryzu, identyfikujac warianty
strukturalne, specyficzne dla badanych odmian, badzZ calej
grupy circum-basmati, takie jak polimorfizmy pojedyncze-
go nukleotydu, ekspansje sekwencji retrotranspozonéw
oraz insercje i delecje genéw. Oprécz badann komplekso-
wych, odczyty nanoporowe stosuje sie¢ do szybkiej anali-
zy sekwencji konkretnych regionéw w genomie. Debladis
i wsp. zbadali metoda ilosciowego PCR aktywnoé¢ trans-
krypcyjna retrotranspozonu Evadé w rekombinacyjnej linii
epiRIL12 rzodkiewnika, wykazujacej obnizony poziom me-
tylacji genomu [45]. Wyniki analizy wskazywaly na obec-
noé¢ dodatkowych kopii Evadé w genomie. Aby potwier-
dzi¢ te przypuszczenia, autorzy przeprowadzili sekwen-
cjonowanie nanoporowe genomu epiRIL12, a poszczegdlne
odczyty poréwnywali z sekwencja genomu referencyjnego.
W ten sposob, bez diugiej i skomplikowanej analizy danych,
ajedynie dzieki uzyskaniu odpowiednio dtugich odczytéw,
obejmujacych zaréwno sekwencje transpozonu jak i miejsc
flankujacych, autorzy wykryli i zlokalizowali w genomie
9 nowych kopii Evadé. Zatem, dzieki niskim nakladom
kosztow, sekwencjonowanie nanoporowe moze stuzy¢ jako
wzglednie prosty sposéb weryfikacji hipotez, sformutowa-
nych na podstawie wczesniejszych badan.

W badaniach ograniczonych do konkretnych regionéow
DNA, sekwencjonowanie calego genomu nie jest wyma-
gane. Bardziej odpowiednim podejSciem jest sekwencjono-
wanie ukierunkowane biblioteki DNA wzbogaconej w in-
teresujace fragmenty genomu. Techniki wzbogacenia DNA
czesto wykorzystywane sa w badaniach medycznych i dia-
gnostyce, gdzie wazne jest wykrycie i okreslenie rodzaju
mutacji w jednym genie lub zestawie genéw, u wielu indy-
widualnych pacjentéw. Sekwencjonowanie ukierunkowane
bardzo dobrze sprawdzito sie réwniez w badaniu zmien-
nosci genéw odpornoéci R (ang. resistance genes) u psian-
ki Solanum americanum - dziko rosnacej roéliny z rodziny
psiankowatych, wykazujacej duza odpornoséé na patogena
Phytophthora infestans, wywolujacego m. in. zaraze ziemnia-
ka [46, 47,48]. W genomach roslin geny R o prawie identycz-
nych sekwencjach czesto sa ulozone w klastry, co utrudnia
odtworzenie sekwencji poszczegélnych genéw w oparciu o
krotkie odczyty NGS. W przypadku psianki przygotowa-
no wzbogacong biblioteke DNA poprzez ,wychwycenie”,
a nastepnie amplifikacje fragmentéw genomowego DNA
zawierajacych sekwencje genéw R. Do scharakteryzowa-
nia tak wzbogaconej biblioteki wykorzystano sekwencjo-
nowanie trzeciej generacji (nanoporowe i/lub SMRT) oraz
techniki asemblacji de novo. Pozwolilo to miedzy innymi na
zidentyfikowanie i sklonowanie genu Rpi-amr3i, odpowie-
dzialnego za odpornos¢ psianki na P. infestans [48]. Z kolei
metoda przygotowania biblioteki sekwencyjnej polegajaca
na selektywnym wycieciu interesujacych fragmentéw geno-
mu z uzyciem enzymu Cas9, umozliwia przeprowadzenie
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wzbogacenia bezposrednio na natywnym DNA [49]. Zatem,
sekwencjonowanie ukierunkowane jest dobrym sposobem
na zwigkszenie pokrycia odczytami regionéw pozadanych
i uproszczenie analiz, wraz ze zmniejszeniem kosztéw ba-
dania.

ANALIZA TRANSKRYPTOMU

Mozliwoé¢ badania transkryptomoéw przez sekwencjono-
wanie pozwala na iloéciowq i poréwnawcza ocene poziomoéw
ekspresji genéw, identyfikacje produktéw alternatywnego
skladania transkryptéw oraz identyfikacje nowych niekodu-
jacych RNA. Zastosowanie do tego celu technik NGS wiaze
sie z koniecznoscig konwersji RNA na cDNA oraz - podob-
nie jak w przypadku analizy genomowego DNA - wymusza
skfadanie koricowych sekwengji z krétkich odczytoéw. Bioin-
formatyczne przewidywanie alternatywnych transkryptéw
na podstawie odczytéw NGS moze generowac niepoprawne
zlozenia lub pomija¢ transkrypty rzadko wystepujace w ba-
danym materiale [50]. Znamienny jest fakt, ze zestawy alter-
natywnych transkryptéw uzyskane przez rézne programy,
dziatajace w oparciu o odczyty NGS, znaczaco r6zniq sie mie-
dzy soba [51]. Wptywa to réwniez na precyzje na dalszych
etapach oceny. W tym kontekscie oczywiste korzysci niesie
ze soba mozliwos$¢ odtworzenia calej sekwengji transkryptu
w pojedynczym odczycie. Zastosowanie sekwencjonowania
trzeciej generacji pozwala na identyfikacje wiekszej ilosci
alternatywnych form transkryptéw niz NGS, nawet przy ni-
skiej gtebokosci pokrycia [52].

Unikalng zaleta sekwencjonowania nanoporowego jest
mozliwoé¢ bezposredniego sekwencjonowania czasteczek
RNA [53]. Mimo ze podczas przygotowania biblioteki do
jednoniciowych transkryptéw RNA dobudowywana jest
ni¢ cDNA, to stuzy ona tylko utrzymaniu stabilnosci cza-
steczki, ale nie zostaje poddana sekwencjonowaniu. Wsréd
coraz liczniejszych przykltadéw zastosowania bezposred-
niego sekwencjonowania RNA warto wymieni¢ analize
poréwnawczg transkryptomu modelowego nicienia Caenor-
habditis elegans w trzech stadiach rozwojowych: embrionu,
larwy i dorostego osobnika [54]. W wyniku sekwencjono-
wania uzyskano odczyty o sredniej diugosci okoto 1 000
nt, przy czym blisko polowa z nich reprezentowala trans-
krypty pelnej dlugosci. Analiza ich sekwencji pozwolita na
zidentyfikowanie wigkszosci dotychczas poznanych trans-
kryptéw alternatywnych, a ponadto ujawnita facznie 57 000
nowych izoform, reprezentujacych prawie 12 000 genéw.
Co ciekawe, zupelnie inne geny wykazywaty zréznicowa-
nie pomiedzy badanymi stadiami rozwojowymi pod wzgle-
dem ilosciowym (poziom ekspresji), a inne pod wzgledem
jakosciowym (ré6zne izoformy). Sugeruje to istnienie bardzo
subtelnych mechanizméw regulacji poprzez alternatywne
skladanie transkryptow.

Warto zauwazy¢, ze bezposrednie sekwencjonowanie
RNA jest metoda nowa i jej zastosowanie nadal wigze sie
z szeregiem ograniczen. Do tych ograniczen naleza obnizo-
na wydajnoé¢ sekwencjonowania, jak réwniez nizsza jakosé
i dokladnos¢ (okoto 85%) pojedynczych odczytow RNA
w poréwnaniu z sekwencjonowaniem cDNA. Wynika to
przede wszystkim z mniejszej stabilnosci czasteczek RNA i
odpowiednio wiekszego szumu podczas detekeji. Niemniej
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jest to jedyna metoda analizy sekwencji RNA w natywnej
postaci, dajaca réwniez wglad w charakter modyfikacji che-
micznych tych czasteczek.

BADANIE MODYFIKAC]I CHEMICZNYCH W DNA I RNA

Chemiczne modyfikacje zasad naturalnie wystepuja w
kwasach nukleinowych. Dotychczas opisano blisko 20 ro-
dzajow modyfikacji DNA w genomach bakteryjnych i euka-
riotycznych oraz kilkakrotnie wiecej rodzajow modyfikacji
RNA [55,56]. Najlepiej poznanym i najczesciej badanym ty-
pem modyfikacji zasad w genomowym DNA jest metylacja
- dynamiczny proces, modyfikujacy strukture chromatyny
na réznych etapach rozwoju organizmu oraz pod wpltywem
dzialania czynnikéw stresowych. Zmieniajac dostepnosc
chromatyny dla czynnikéw transkrypcyjnych i modyfikujac
ich zdolnos¢ wigzania do danej sekwencji, metylacje ksztat-
tuja profil ekspresji genéw w komodrkach. W kodujacych i
niekodujacych RNA, wystepowanie réznorodnych modyfi-
kacji jest czesto kluczowe dla ich stabilnosci i prawidtowe-
go dziatania. Zatem poznanie modyfikacji zasad w DNA i
RNA ma istotne znaczenie.

Metylowane nukleotydy sg niewykrywalne za pomoca
konwencjonalnego sekwencjonowania NGS, poniewaz na
skutek amplifikacji zostaja zastgpione niemetylowanymi
odpowiednikami, przez co tracona jest informacja o ich wy-
stepowaniu [53,57]. Dlatego niezbedne jest zastosowanie
specyficznych podejsé, takich jak sekwencjonowanie po re-
akcji z wodorosiarczynem sodu (ang. sodium bisulfite sequen-
cing). Metoda ta polega na przeksztalceniu niemetylowanej
cytozyny na uracyl, a nastepnie amplifikacji, podczas kto-
rej uracyl jest zamieniany na tymine. Poréwnujac odczyty
sekwencyjne z genomem referencyjnym mozna odréznié
miejsca metylowane od niemetylowanych. Z kolei wykry-
wanie modyfikacji RNA bazuje na immunoprecypitacji z
wykorzystaniem przeciwcial, rozpoznajacych metylowane
nukleotydy, jednak specyficznosé takiego rozpoznawania
nie jest doskonata. Obie te metody sg czasochtonne i specy-
ficzne dla konkretnych rodzajéw modyfikaciji.

Rozw¢j sekwencjonowania trzeciej generacji przyniost
znaczacy postep w badaniach modyfikacji chemicznych za-
sad w DNA i RNA. Technika SMRT daje ograniczong moz-
liwos¢ ich detekgji, na podstawie zmian zachowania polime-
razy podczas syntezy, wykrywalnych jako wydtuzenie czasu
trwania odczytu fluorescencyjnego. Z kolei sekwencjonowa-
nie nanoporowe umozliwia bezposrednia detekcje modyfi-
kowanych zasad w nanoporze i ich jednoznaczng identyfi-
kacje za pomoca algorytmoéw obliczeniowych. Obecnie sto-
sowane algorytmy do analizy odczytéw nanoporowych sg
juz w stanie rozpoznac kilka rodzajéw metylowanych zasad
w genomowym DNA i RNA. Wykorzystano je miedzy in-
nymi do analizy rozkladu metylowanych cytozyn w obrebie
chromosomu 20 genomu cztowieka [30]. Uzyskane wyniki
wykazywaly wysoka zgodnos$¢ z wczedniejszymi wynikami
pochodzacymi z sekwencjonowania po reakcji z wodorosiar-
czynem sodu. Podobnie, we wspomnianej wczesniej pracy
dotyczacej badania transkryptomu C. elegans na réznych eta-
pach rozwoju, informacje o transkryptach pofaczono z iden-
tyfikacja i analiza obecnych w nich modyfikacji chemicznych.
Wykazano miedzy innymi, ze regiony kodujace transkryp-
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tow zawieraja wiecej modyfikacji niz regiony niekodujace, co
sugeruje ich wplyw na regulacje procesu translacji [54].

DIAGNOSTYKA PATOGENOW
BAKTERYJNYCH I WIRUSOWYCH

Korzysci z zastosowania sekwencjonowania nanoporowe-
go dla opisanych wyzej aplikacji wynikaja przede wszystkim
z istotnego zwiekszenia diugosci odczytéw, w poréwnaniu
z wezesniejszymi technikami sekwencjonowania. Z kolei w
przypadku diagnostyki i monitorowania zakazeri wiruso-
wych kluczowe okazuja sie prostota obslugi sekwenatora
MinlION i fatwos¢ jego transportu oraz krétki czas uzyskania
wynikéw. Mozliwoéé sekwencjonowania ,na miejscu” pro-
bek pobranych od pacjentéw, nawet w przypadku, gdy ogni-
ska choroby sa oddalone od duzych oérodkéw naukowych i
centréw diagnostycznych, zwieksza szanse na podjecie sku-
tecznej terapii i ograniczenie rozprzestrzeniania sie choroby.
Dodatkowo, szybkie uzyskanie sekwencji genomu wirusa
podczas wybuchu epidemii ma znaczenie dla wyjasnienia
tempa i kierunku jego ewolucji oraz badania laficuchéw
transmisji. Jako pierwszy te korzysci ocenit zesp6t Lomana z
Uniwersytetu Birmingham podczas epidemii wirusa Ebola w
Afryce w 2015 r., organizujac w Gwinei polowe laboratorium
sekwencjonowania [23]. W czasie funkcjonowania laborato-
rium przeanalizowano 142 prébki od zakazonych pacjentéw.
Typowy czas przygotowania probki i jej analizy wynosit 2
dni, przy czym w wiekszosci przypadkéw juz po 1 godzinie
sekwencjonowania otrzymywano ilo$¢ odczytéw wystarcza-
jaca do potwierdzenia obecnoéci wirusa. Opracowany wow-
czas protokot amplifikacji i sekwencjonowania wirusowego
RNA zastosowano nastepnie w mobilnym laboratorium
genomicznym, badajacym transmisje wirusa Zika w krajach
Ameryki Pétnocnej i Potudniowej [58,59].

Szybka diagnostyka infekgji jest rowniez istotna dla rol-
nictwa, znaczaco wplywajgc na ograniczenie strat w upra-
wach wywolywanych chorobami wirusowymi. Potencjat
sekwencjonowania nanoporowego do detekcji i identyfi-
kacji wiruséw porazajacych plantacje manioku w Tanzanii,
Ugandzie i Kenii zaprezentowali Boykin i wsp., dzialajacy
w ramach akgji Cassava Virus Action Project [60]. Dzieki
zastosowaniu przenoénego urzadzenia do ekstrakcji kwa-
sow nukleinowych oraz aparatu MinlON, byli oni w stanie
przeprowadza¢ analizy bezposrednio na farmach. Wyniki
uzyskiwali w ciggu 3 godzin, a czulos¢ systemu pozwalala
na detekcje wiruséw nawet w roslinach nie wykazujacych
jeszcze objawow infekciji.

Inna grupa pokazala skutecznosé metody nanoporowej w
identyfikacji wiruséw i bakterii, zaréwno w tkankach roslin
jak i owadoéw stanowiacych wektory dla patogenéw, poprzez
analize catkowitego transkryptomu [61]. Badania prowadzo-
no na ukladzie modelowym typu patogen-gospodarz (wirus
ospowatosci sliwy PPV - brzoskwinia Prunus persica) oraz
dwoéch uktadach modelowych typu patogen-wektor (wirus
ospowatosci sliwy PPV - mszyca brzoskwiniowo-ziemnia-
czana Myzus persicae i gram-ujemna bakteria Candidatus Li-
beribacter asiaticus - miodéwka Diaphorina citri). Wyekstra-
howany RNA byt poddawany amplifikacji polaczonej z prze-
pisaniem na cDNA i sekwencjonowany na aparacie MinlON
przez 24 godziny. Chociaz w kazdym badanym ukladzie
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odsetek odczytow reprezentujacych poszukiwane patogeny
byt niski (5-7%), to ich identyfikacja poprzez poréwnanie z
bazami danych genomowych byla jednoznaczna, a pierwsze
odczyty reprezentujace te patogeny uzyskano juz po kilku-
dziesieciu sekundach od rozpoczecia sekwencjonowania.
Dodatkowo, w prébkach owadzich zidentyfikowano odczy-
ty pochodzace z bakterii endosymbiotycznych.

Biorac pod uwage skale zastosowarn sekwencjonowania
nanoporowego, nie moglto wéréd nich zabraknaé¢ badarn nad
wirusem SARS-CoV-2 i przebiegiem wywolanej przez niego
pandemii choroby COVID-19, ktéra w 2020 r. w ciagu zale-
dwie kilku miesiecy rozprzestrzenila si¢ praktycznie na caty
swiat. COVID-19 to choroba ukfadu oddechowego, ktéra
najczesciej ma lagodny badZz bezobjawowy przebieg, jed-
nak w niektorych przypadkach, szczegélnie przy chorobach
wspdlistniejacych, moze doprowadzi¢ do ostrej niewydol-
nosci oddechowej i $mierci. Dlatego od momentu opubliko-
wania pierwszego genomu wirusa SARS-CoV-2 rozpoczety
sie intensywne badania nad poznaniem mechanizmoéw jego
transmisji. SARS-CoV-2 nalezy do rodziny Coronaviridae, o
genomie zlozonym z jednoniciowej czasteczki RNA o dodat-
niej polaryzacji, a wiec bedacej jednoczesnie jego transkryp-
tem. Rozmiar genomu SARS-CoV-2 wynosi prawie 30000 nt,
co miesci sie w zakresie odczytéw nanoporowych. Konse-
kwentnie, tylko w okresie od marca do korica maja 2020 r. w
bazie bibliograficznej Pubmed oraz repozytoriach MedrXiv i
BiorXiv pojawilo sie ponad 30 doniesieri naukowych, gdzie
sekwencjonowanie nanoporowe zostatlo wykorzystane w ba-
daniach tego wirusa. Sposréd nich warto wymieni¢ prace, w
ktorej badano skiad i strukture transkryptomu wirusa, sto-
sujac bezposrednie sekwencjonowanie RNA [62]. Doprowa-
dzilo to miedzy innymi do odkrycia fuzyjnych transkryptow,
kodujacych nowe sekwencje potencjalnych bialek. Zidentyfi-
kowano réwniez miejsca i rodzaje modyfikacji chemicznych
transkryptomu. To i inne badania genomu wirusa SARS-
-CoV-2, stanowia punkt wyjécia do szczegélowego poznania
mechanizméw patogenezy COVID-19 i otwierajag nowe kie-
runki do opracowania terapii tej choroby.

PRZYSZE.OSC TECHNOLOGII NANOPOROWE]

Metody sekwencjonowania trzeciej generacji spowodo-
waty olbrzymi postep technologiczny. W szczeg6lnosci se-
kwencjonowanie nanoporowe, od czasu jego wprowadze-
nia, udoskonalono w niemal kazdym aspekcie dzialania,
zaczynajac od zwiekszenia stabilno$ci biatka nanoporowe-
g0, poprzez ulepszenie komponentéw systemu sekwencyj-
nego i koriczac na opracowaniu coraz bardziej dokladnych
algorytmoéw obliczeniowych. Diugie odczyty nanoporowe
calkowicie zmienity mozliwosci sekwencjonowania i asem-
blacji skomplikowanych genoméw, z duzych i kosztow-
nych projektéw badawczych na eksperymenty mozliwe do
przeprowadzenia w matych zespotach. Umiarkowany koszt
sprzetu, ,kieszonkowe” rozmiary sekwenatora MinlON i
szybkos¢ przygotowania biblioteki sekwencyjnej umozli-
wily przeniesienie badari dotyczacych poznania zywych
gatunkéw bezposrednio na miejsce ich wystepowania w
naturze. Ponadto, dajac mozliwoé¢ sekwencjonowania na-
tywnych czasteczek, jest to obecnie jedyna dostepna metoda
bezposredniej analizy sekwencji RNA.
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Dzieki swoim unikalnym wtasciwosciom technika nano-
porowa ma szanse sta¢ si¢ w niedalekiej przysztosci pod-
stawa ekspresowych testéw diagnostycznych w medycy-
nie spersonalizowanej, dostepnej dla kazdego pacjenta. Z
drugiej strony, poniewaz systemy nanoporowe wykazuja
wysoka selektywnos¢ przy identyfikacji zasad w kwasach
nukleinowych, w przyszlosci ich wykorzystanie mozna roz-
szerzy¢ do detekgji innych czasteczek, takich jak biatka czy
metabolity. Takie préby byly juz podejmowane réwnolegle
z pracami nad sekwencjonowaniem DNA, ale - jak dotad -
z mniejszym sukcesem. Niemniej, biorac pod uwage poten-
cjal i obecna skale zastosowan sekwencjonowania nanopo-
rowego nalezy oczekiwaé, ze w najblizszych latach bedzie
ono jedna z wiodacych technik biologii molekularne;j.
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SUMMARY

Nanopore sequencing is a third generation sequencing technique. It involves the electrophoretic transport of nucleic acids through the prote-
in channels of nanometer size, called nanopores, followed by deciphering their nucleotide sequence, based on the changes in the measured
electrical signal. The nanopore technique allowed for remarkable extending the sequencing read lengths and enabled direct sequencing of
native DNA and RNA molecules. As a result, within just a few-year period since the release of the first nanopore sequencer, it has become
one of the leading sequencing technologies. The broad scope of nanopore sequencing applications includes, in particular, genome assembly,
structural variation studies, identification of nucleic acid chemical modifications and transcript alternative splicing studies. Portable, easy to
operate, nanopore sequencers are also increasingly used in epidemiological research to quickly identify and monitor the spread of pathogenic

bacteria and viruses.
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