Od Sangera do sekwencjonowania genoméw - przeglad

technologii sekwencjonowania DNA

STRESZCZENIE

ie ma techniki, ktéra wnioslaby wiekszy wklad w rozwéj genetyki, biologii moleku-

larnej i medycyny niz sekwencjonowanie DNA. Przez wiele lat zloty standard w tym
zakresie stanowila metoda oparta na enzymatycznej syntezie DNA opracowana przez Fre-
derica Sangera, a jej modyfikacje stosowane sa do dzi$. Pod koniec XX wieku nastapil dyna-
miczny rozwdj technologii sekwencjonowania nowej generacji (NGS), ktore zakonczyly ere
analizy pojedynczych genéw i zapoczatkowaly ere sekwencjonowania genoméw. Pomimo
ostrej konkurencji, jedna z technologii NGS praktycznie calkowicie zdominowala $wiato-
wy rynek. W artykule przedstawiamy autorski przeglad metod sekwencjonowania DNA,
poczawszy od metody Sangera po wysokoprzepustowe technologie sekwencjonowania dru-
giej i trzeciej generacji, ze szczegélnym uwzglednieniem tych, ktére odniosty komercyjny
sukces. Prezentujemy ich krétka historie, zasady dzialania, mozliwosci techniczne, zastoso-
wania i ograniczenia. W podsumowaniu komentujemy koszty sekwencjonowania genomu
czlowieka na obecnym etapie genomicznej rewolucji i nakre§lamy perspektywy dalszego
rozwoju genomiki.

WPROWADZENIE

Historia sekwencjonowania DNA rozpoczela sie niedtugo po tym jak pozna-
no jego strukture [1,2] i mechanizm replikacji [3], lecz dopiero 100 lat po tym jak
Friedrich Miescher po raz pierwszy zidentyfikowat DNA w komoérkach (1869).
Wyizolowat on z jader leukocytéw substancje, ktéra nazwat ,nukleing” (ang.
nuclein). Kiedy okazalo sig, ze nie jest to biatko, nazwe zmieniono na ,kwas nu-
kleinowy”, a po dokladniejszym poznaniu jego skladu chemicznego - na , kwas
deoksyrybonukleinowy” (DNA). Pierwsze préby odczytu sekwencji, czyli ko-
lejnosci nukleotydéw w aricuchu DNA, pochodza z poczatku lat 60. XX wieku.
Prawdziwy przelom nastapit w drugiej polowie lat 70., kiedy to brytyjski ba-
dacz, Frederic Sanger, opracowal metode sekwencjonowania DNA na drodze
enzymatycznej syntezy in vitro [4]. Imituje ona naturalny proces replikacji DNA,
w ktérym potomna czasteczka DNA powstaje na zasadzie komplementarnosci
do czasteczki matrycowej.

Co ciekawe, DNA wecale nie byl pierwszym biologicznym polimerem, ktére-
go sekwencje udalo sie odczytac. Sposoby sekwencjonowania RNA opracowano
10 lat wczesniej [5,6], a metody oznaczania sekwencji aminokwaséw w biatkach
na przetomie lat 50. [7-9]. Juz w roku 1958 przyznano Nagrode Nobla w dziedzi-
nie chemii za zastugi w badaniu struktury bialek i ustalenie sekwencji amino-
kwasowej insuliny. Otrzymat ja wtasnie Frederic Sanger. Druga Nagroda Nobla
w dziedzinie chemii trafita do rak Frederica Sangera w roku 1980, za wktad w
rozwdj metod oznaczania sekwencji nukleotydéw w kwasach nukleinowych.
Tym razem Frederic Sanger wspétdzielit ja z Walterem Gilbertem, wspéitworca
metody sekwencjonowania DNA przez degradacje chemiczng (tzw. metody Ma-
xama-Gilberta [10]) oraz Paulem Bergiem, prowadzacym badania biochemiczne
kwaséw nukleinowych z wykorzystaniem rekombinowanego DNA.

Przez wiele lat metoda Sangera stanowila zloty standard w biologii mole-
kularnej, a jej modyfikacje stosowane sa powszechnie do dzis. Okresla sie je
wspolnym mianem metod sekwencjonowania przez synteze (ang. sequencing by
synthesis, SBS). Postep technologiczny, ktéry dokonat sie w latach 90. umozliwit
odczytywanie sekwencji setek tysiecy czasteczek DNA jednocze$nie. W dobie
masowego réwnolegtego sekwencjonowania, ktéra rozpoczeta sie pod koniec
XX wieku i trwa do dzi§, odczytywanie kolejnych genomoéw stalo sie rutyna.
Niebagatelne znaczenie miat fakt, ze wraz ze spadkiem czasu potrzebnego na se-
kwencjonowanie genomu drastycznie zmalaly jego koszty. O tym, jak wazna jest
technologia sekwencjonowania DNA Swiadczy liczba publikacji w bazie Pub-
Med zawierajacych termin , DNA sequencing”, przekraczajaca 550 tys. (Ryc. 1).
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Rycina 1. Kamienie milowe w rozwoju technologii sekwencjonowania DNA, przedstawione na tle liczby publikacji zawierajacych wyrazenie kluczowe ,DNA sequen-

cing”, zdeponowanych w bazie PubMed do dnia 02.03.2024 (lgcznie 553 614 publikacji).

PIERWSZA GENERACJA: METODA SANGERA
I METODA MAXAMA-GILBERTA

Frederic Sanger pierwsza wersje swojej metody sekwen-
cjonowania DNA nazwal metoda ,plus i minus” [4]. Do
syntezy wykorzystal jednoniciowy DNA, krotki starter,
polimeraze DNA 1 oraz znakowane radioizotopowo tri-
fosforany deoksyrybonukleozydéw (dNTP). Podobnie jak
to sie dzieje w komorkach, polimeraza wydtuzata odcinek
starterowy DNA dodajac do niego nukleotydy i katalizu-
jac tworzenie wigzania fosfodiestrowego pomiedzy wolna
grupa 3’-OH ostatniego nukleotydu w rosnacej nici DNA
a 5'-fosforanem kolejnego nukleotydu. Kolejnos¢ nukleoty-
déw byla determinowana przez sekwencje matrycowej nici
DNA. Obecno$¢ w mieszaninie reakcyjnej radioaktywnie
znakowanego nukleotydu pozwalala na pézniejsza wizuali-
zacje produktow reakcji. Poniewaz znakowany radioizoto-
powo nukleotyd, np. a[**P]-dATP, byt dodawany do reakgji
w iloéci znaczaco mniejszej niz pozostate trzy nieznakowa-
ne nukleotydy, szybciej ulegat wyczerpaniu. Powodowato
to terminacje nowo syntetyzowanych faricuchéw DNA w
miejscach poprzedzajacych ten nukleotyd. Nastepnie uzy-
skane produkty syntezy Frederic Sanger rozdzielat w ze-
lach poliakrylamidowych technika jonoforezy. Dwa lata
pozniej udoskonalil metode wprowadzajac do reakcji tzw.
terminatory, czyli trifosforany nukleozydéw w formie di-
deoksy (ddNTP) [11]. Synteza odbywata sie w 4 osobnych
reakcjach, przy czym w kazdej z nich oprécz tej samej ma-
trycy i standardowych skladnikéw, w tym znakowanego
radioizotopowo (**P) dowolnego trifosforanu nukleozydu,
znajdowatl si¢ jeden rodzaj ddNTP (ddATP, ddCTP, ddGTP
lub ddTTG). Wiaczenie go do powstajacej czasteczki DNA
koniczylo jej synteze, gdyz ze wzgledu na brak grupy -OH
w pozycji 3" deoksyrybozy, do taficucha nie mégt juz zo-
sta¢ przylaczony kolejny nukleotyd. Stezenia ddNTP byty
znacznie nizsze od stezenn ANTP, wiec w kazdej z czterech
reakcji powstawaly réznej dlugosci produkty, koriczace sie
okreslona reszta terminatora. Rozdzial znakowanych radio-
aktywnie produktéw (kazda mieszanina reakcyjna w osob-
nej linii) w zelach akrylamidowych o duzej rozdzielczosci,
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a nastepnie autoradiografia zelu, umozliwialy odczyt se-
kwencji badanej czasteczki DNA z powstalego radiogramu.
Ta wtasnie wersja jest znana do dzi§ pod nazwa ,metody
Sangera” (Ryc. 2A). Warto pamietaé, ze do rozwoju metod
analizy sekwencji DNA przyczynily sie takze prace innych
badaczy, np. Wu i Kaisera [12], ktérzy jako pierwsi zastoso-
wali metode wydluzania startera do okre$lenia krotkiego,
12-nukleotydowego fragmentu sekwencji bakteriofaga A. Z
kolei Padmanabhan i Wu [13] wykazali mozliwosé wyko-
rzystania radioaktywnie znakowanego startera i podobnie
znakowanych nukleotydéw w syntezie DNA in vitro.

Alternatywna wobec metody Sangera metoda Maxama-
-Gilberta bazowala na chemicznej degradacji DNA, zna-
kowanego na jednym koricu przez przylaczenie radioak-
tywnego izotopu fosforu (na koricu 5 przy uzyciu kinazy
polinukleotydowej, na konicu 3" przy uzyciu terminalnej
transferazy) [10]. Kluczowym etapem byla modyfikacja
zasad azotowych z wykorzystaniem réznych zestawow
odczynnikéw chemicznych, prowadzaca do oderwania
zmodyfikowanej zasady od reszty cukrowej, a nastepnie
pekniecia taricucha DNA w miejscu pozbawionym zasady.
Roéwnolegle prowadzone byty 4 oddzielne reakgje: (1) mo-
dyfikacja G (w mniejszym stopniu réwniez A) - metylacja
za pomocg siarczanu dimetylu (zachodzaca szybciej dla G
niz dla A), a nastepnie odlaczenie puryny od deoksyrybozy
poprzez ogrzewanie; (2) modyfikacja A (w mniejszym stop-
niu réwniez G) - metylacja za pomoca siarczanu dimetylu,
anastepnie rozerwanie wiazania glikozydowego (stabszego
w przypadku metylowanej A niz G) pod wplywem rozcien-
czonego kwasu; (3) jednoczesna modyfikacja T i C za pomo-
cg hydrazyny (odlaczenie pirymidyny od deoksyrybozy), a
nastepnie piperydyny (rozerwanie faficucha DNA); (4) mo-
dyfikacja wylacznie C pod wplywem hydrazyny w obecno-
$ci 2M NacCl, a nastepnie pekniecie taricucha DNA po doda-
niu piperydyny. Produkty reakcji, podobnie jak w przypad-
ku metody Sangera, rozdzielano w zelach akrylamidowych.
Sekwencje okreslano na podstawie autoradiogramu.

https:/ / postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/
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Rycina 2. Schematyczne przedstawienie procesu sekwencjonowania DNA oryginalng (A) i zmodyfikowana (B) metoda Sangera, na drodze enzymatycznej syntezy in vitro
z wykorzystaniem radioizotopowo (A) lub fluorescencyjnie (B) znakowanych nukleotydéw (opis w tekscie). Sekwencja jest odczytywana na podstawie autoradiogramu
(A) lub sygnaléw fluorescencyjnych emitowanych przez znaczniki przylaczone do poszczegélnych ddNTP (B).

Poczatkowo mozliwe bylo odczytanie stosunkowo krét-
kiej sekwencji DNA, ok. 100 nt w przypadku metody Maxa-
ma-Gilberta [10] i ok. 100-200 nt w przypadku metody San-
gera [11]. Gléwnym ograniczeniem byla rozdzielczos¢ zelu
poliakrylamidowego. W péZniejszym okresie zwiekszono
dtugos¢ odczytywanego DNA dla obu metod, ale tylko
jedna z nich, metoda Sangera, weszla na stale do praktyki
laboratoryjnej. Jej przewaga polegata na prostocie sekwen-
cjonowania przez synteze, stosowaniu mniej toksycznych
odczynnikéw i nizszej czestosci bledéw. Co wiecej, w meto-
dzie Sangera wystarczyt tylko jeden enzym - fragment Kle-
nowa polimerazy DNA I z Escherichia coli ktory juz wéwczas
byt dostepny komercyjnie. W kolejnych latach rozwijano i
unowoczes$niano metode Sangera, wprowadzajac réznego
rodzaju modyfikacje, co pozwolilo m.in. na odczytywanie
coraz dluzszych sekwencji DNA.

MODYFIKACJE METODY SANGERA

Jedna z wazniejszych modyfikacji metody Sangera bylo
zastgpienie znakowania radioaktywnego znakowaniem
fluorescencyjnym. Poczatkowo znakowano startery [14],
nastepnie wprowadzono znakowane fluorescencyjnie ter-
minatory, dzieki czemu mozna bylo polaczyé wszystkie
reakcje w jednej probéwce. Odczyt wynikéw nie wyma-
gat juz radiografii zelu, lecz skanowania laserem, a $wiatlo

Postepy Biochemii 70 (2) 2024

emitowane przez fluorofory wykrywane bylo przez detek-
tor (Ryc. 2B). Zastosowanie fluorescencji wyeliminowato
niedogodnosci zwigzane z uzywaniem znacznikéw radio-
aktywnych i pozwolilo zautomatyzowac proces zbierania
danych. Przytaczenie do ddNTP barwnikéw fluorescencyj-
nych mialo jednak wade - spowodowato na tyle duze zmia-
ny w strukturze nukleotydéw, ze nie mogly one by¢ wydaj-
nie wbudowywane w syntezowang czasteczke DNA przez
enzym Klenowa. Rozwiazanie tego problemu przyniosty
odkrycia nowych polimeraz DNA z wiruséw, bakterii i ar-
cheonéw, w tym z mikroorganizméw ekstremofilnych, a
takze postep w klonowaniu DNA i inzynierii bialek. Istotne
dla rozwoju metod sekwencjonowania DNA byto wprowa-
dzenie zmodyfikowanej polimerazy DNA bakteriofaga T7,
tzw. sekwenazy [15].

Inna istotng modyfikacja metody Sangera bylo pola-
czenie sekwencjonowania DNA z metoda PCR, czyli tzw.
,sekwencjonowanie PCR-em” (ang. PCR sequencing, cycling
sequencing). Metoda ta postuguje sie technologia znana z
amplifikacji DNA przy pomocy PCR z ta r6znicg, iz w reak-
qji bierze udziat tylko jeden starter [16]. Matryca moze by¢
zaréwno dwuniciowy, jak i jednoniciowy DNA, a jako en-
zym stosuje sie termostabilng polimeraze DNA wlaczajaca
do syntetyzowanego taricucha DNA analogi nukleotydéw
uzywane jako terminatory. W odréznieniu od standardowej
reakgcji PCR, nie dochodzi tu do wykladniczej amplifikacji
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DNA. Materiat jest amplifikowany liniowo, a wiec po n cy-
klach powstaje 1 razy wiecej czasteczek DNA niz bylo ich w
chwili startu. Stuzy to wzmocnieniu sygnatu fluorescencyj-
nego i pozwala obnizy¢ stezenie matrycy w reakcji. Dzieki
temu, a takze dzieki zastosowaniu poprzedzajgcej synteze
denaturacji DNA, metoda nadaje sie do sekwencjonowania
sladowychilosci materialu genetycznego oraz tzw. trudnych
matryc, przybierajacych zlozone struktury drugorzedowe.
W ostatnich latach XX wieku metode te stosowano takze
do sekwencjonowania genoméw, od prostych genomoéw
mikroorganizméw po genom czlowieka. Pierwszy genom,
zsekwencjonowany w roku 1995, nalezatl do bakterii Haemo-
philus influenzae [17]. Rok péZniej ukoriczono i udostepniono
sekwencje genomu pierwszego organizmu eukariotyczne-
go, drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Byl to efekt wspotpra-
cy 633 uczonych z ponad 100 osrodkéw [18,19]. Publikacje
opisujace ten sukces ukazaly sie w kolejnym roku w spe-
cjalnym suplemencie magazynu ,Nature” [20,21]. W roku
1999 poznano sekwencje pierwszego genomu roélinnego -
rosliny modelowej Arabidopsis thaliana [22,23], a w roku 2001
miedzynarodowe konsorcjum (International Human Genome
Sequencing Consortium) opublikowalo na tamach ,Nature”
wstepna wersje genomu czlowieka [24].

Kolejng innowacja, ktéra usprawnita sekwencjonowanie
metoda Sangera bylo zastosowanie elektroforezy kapilarnej
do separacji czasteczek DNA. Migracja DNA jest wymu-
szona przez réznice potencjalu elektrycznego, podobnie jak
podczas elektroforezy w zelu poliakrylamidowym znajdu-
jacym sie miedzy dwoma szklanymi ptytami, ale odbywa
si¢ w zZelu umieszczonym w kapilarze o submilimetrowej
S$rednicy i dtugosci ok. 30-50 cm (Ryc. 2). Gléwne zalety tej
techniki wynikaja z bardzo skutecznego chlodzenia kapila-
ry, co pozwala na stosowanie wysokiego napiecia, przy jed-
noczesnym zapewnieniu optymalnych dla rozdzialu DNA
warunkéw termicznych (podwyzszona temperatura). Me-
toda ta umozliwia separacje czasteczek DNA o dlugosci do
ok. 700 nt z rozdzielczoscia do jednego nukleotydu.

Opisane powyzej modyfikacje metody Sangera znaczaco
usprawnily proces sekwencjonowania DNA i przyspieszyty
jego automatyzacje. W 1986 r. pojawil sie na rynku aparat
firmy Applied Biosystems, 370A DNA Sequencig System,
uwazany za pierwszy automatyczny sekwenator. Pomi-
mo wysokich cen automatyczne sekwenatory stosunkowo
szybko przyjely sie na rynku i byly intensywnie rozwijane.
Przykltadowo ABI Prism 3100 Genetic Analyzer z 1998 r.,
wspolny produkt firm Applied Biosystems i Hitachi, ktéry
pozwalal na réwnoczesna analize 16 prébek na kapilarach z
zelem krzemionkowym i mégt sekwencjonowac do 348 pro-
bek w jednym przebiegu urzadzenia, kosztowat ok. 300.000
USD. Ten model sekwenatora wywart znaczacy wplyw na
rozwdj nauk biologicznych i byl na duza skale wykorzysty-
wany w projekcie sekwencjonowania genomu czlowieka
(ang. Human Genome Project, https://www.genome.gov/
human-genome-project).

Sekwenatory bazujace na metodzie Sangera, np. aparat
Spectrum Compact CE System (Promega) sa wciaz obecne
na rynku i powszechnie stosowane w badaniach nauko-
wych i laboratoriach diagnostycznych. Nie zawsze jest bo-
wiem konieczne sekwencjonowanie calego genomu. Poza
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tym do dobrej praktyki laboratoryjnej nalezy weryfikacja
wynikéw sekwencjonowania wysokoprzepustowego za
pomoca metody alternatywnej. Jest to szczegdlnie wska-
zane w przypadku identyfikacji nowych lub patogennych
mutacji. Jednak gléwna zaleta sekwencjonowania Sange-
ra jest bardzo niska czestos¢ bledow, <0,01% (mniej niz 1
btad na 10.000 nukleotydéw). Metoda ta jest niezawodna
do takich zastosowan jak wykrywanie mutacji i SNP (ang.
Single Nucleotide Polymorphism, polimorfizm pojedynczego
nukleotydu), analiza heterozygotycznosci, sekwencjonowa-
nie trudnych matryc, weryfikacja poprawnosci sekwencji
konstruktéw genetycznych, syntetycznych DNA czy pro-
duktéow PCR.

NOWA GENERACJA: SEKWENCJONOWANIE
WYSOKOPRZEPUSTOWE, CZYLI
WIECE], SZYBCIE] I TANIE]

Sekwencjonowanie nowej generacji (ang. next generation
sequencing, NGS), zwane tez masowym sekwencjonowa-
niem réwnoleglym (ang. massive parallel sequencing, MPS)
to szeroki termin, obejmujacy réznego rodzaju technologie
sekwencjonowania wysokoprzepustowego, w tym zarow-
no te zaliczane do drugiej jak i trzeciej generacji. Ich uniwer-
salng cecha jest mozliwos¢ sekwencjonowania setek tysiecy
czasteczek DNA jednoczesnie.

Kluczowym krokiem poprzedzajacym sekwencjonowa-
nie jest przygotowanie tzw. biblioteki (ang. library), czyli
zestawu fragmentéw DNA, ktére moga by¢ analizowane
réwnolegle, przy pomocy automatycznego sekwenatora.
Sposéb przygotowania biblioteki zalezy od rodzaju techno-
logii sekwencjonowania, ale caly proces sklada sie z kilku
podstawowych etapéw, ktére sa wspdlne dla wszystkich
technologii NGS (Ryc. 3). Pierwszym z nich jest fragmenta-
gja. Czasteczki DNA, ktére tworza genomy, sa bowiem zbyt
dtugie, by mogly by¢ sekwencjonowane w calosci. Przykia-
dowo, genom czlowieka sktada si¢ z 23 par chromosoméw
o dlugosci od kilkudziesieciu do kilkuset milionéw nukle-
otydéw kazdy (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/grc/hu-
man/ data). Lacznie to ponad 3 miliardy nt, podczas gdy za-
kres dtugosci sekwencji odczytywanych przez sekwenatory
wynosi érednio od kilkuset nt do kilkudziesieciu tysiecy nt.

Nastepnie do obu koricow fragmentéw DNA przylacza-
ne (ligowane) sa dodatkowe, krétkie odcinki DNA o zna-
nej sekwencji, tzw. adaptery. Umozliwiaja one zwigzanie
biblioteki z podtozem, na ktérym odbywa sie sekwencjo-
nowanie. Adapter zawiera réwniez sekwencje komple-
mentarna do sekwengcji startera (jesli sekwencjonowanie
odbywa sie przez synteze) oraz unikatowa sekwencje sta-
nowiaca znacznik, tzw. indeks (ang. index, barcode), inny dla
kazdej analizowanej probki. Jest to konieczne wtedy, gdy
sekwencjonujemy wiele prébek na raz. Ostatnim (opcjonal-
nym) etapem przygotowania biblioteki jest jej namnozenie
(amplifikacja metoda PCR) celem zwiekszenia ilosci DNA
stuzacego do sekwencjonowania. Wyjsciowym materiatem
do sekwencjonowania moze by¢ takze RNA, ale poki co tyl-
ko jedna z dostepnych technologii wysokoprzepustowych
(Oxford Nanopore, opisana ponizej) pozwala na bezposred-
nig analize czgsteczek RNA. W pozostalych przypadkach
RNA musi zosta¢ najpierw , przepisany” na DNA w proce-
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53 nastepnie przetwarzane za pomocg programéw komputerowych stuzacych do analizy wynikéw NGS.

sie odwrotnej transkrypcji. Sekwencjonowanie transkrypto-
moéw (tzw. RNA-seq), obok sekwencjonowania genomoéw,
nalezy do gtéwnych zastosowan technologii NGS.

DRUGA GENERACJA: KROTKIE
ODCZYTY, DUZA DOKELADNOSC

Waskim gardiem metody Sangera, nawet w jej zauto-
matyzowanej wersji, byt rozdziat elektroforetyczny czaste-
czek DNA po zakoniczeniu etapu syntezy. Z tego wzgledu
w latach 1980-1990 wiele wysitku wlozono w poszukiwa-
nie alternatywnych metod detekcji, ktére pozwalalyby na
odczyt kolejnych nukleotydéw juz w trakcie syntezy [25].
Trzy z nich zostaly wdrozone do produkgji i pojawily sie
na rynku pod nazwami 454 (Life Sciences, pozniej Roche),
Solexa (p6zniej Illumina) i SOLiD (Applied Biosystems,
pozniej Life Technologies). Pierwsza z nich, opublikowana
w 2005 r., byla metoda 454, zwana tez pirosekwencjonowa-
niem. Bazowala ona na detekgji pirofosforanu (PP), ktéry
jest uwalniany kazdorazowo po przylaczeniu nukleotydu
do rosnacego taricucha DNA [26,27]. PP, byl przeksztatcany
w ATP przez enzym sulfurylaze. Powstaly ATP napedzat
kolejna reakcje enzymatyczna, katalizowana przez lucyfera-
ze. W wyniku tej reakcji, polegajacej na konwersji lucyfery-
ny do oksolucyferyny, generowany byt sygnat swietlny re-
jestrowany za pomoca fotodiody. Niewlaczone do taricucha
DNA dNTP degradowane byly za pomoca apyrazy.

Z metoda 454 wigzano poczatkowo duze nadzieje. Roz-

glos przyniosto jej sekwencjonowanie genomu neandertal-
czyka [28] i Jamesa Watsona, odkrywcy struktury DNA [29].
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W tym wtasdnie okresie (2007 r.) firma 454 Life Sciences zo-
stala nabyta przez duzy koncern farmaceutyczny Roche, za
niebagatelna kwote prawie 155 milionéw dolaréw. Wbrew
oczekiwaniom zainteresowanie ta technologia stopniowo
spadato. W roku 2013 Roche oglosil decyzje o zamknieciu
454, a trzy lata pézniej zaprzestat wspierania tej platformy.
Podobny los spotkat technologie SOLiD (ang. Sequencing by
Oligonucleotide Ligation and Detection), ktéra pojawila sie na
rynku w roku 2006 i cho¢ zapowiadala sie obiecujaco, nie
odniosta sukcesu. Byla to oryginalna strategia sekwencjono-
wania przez ligacje [27,30]. W metodzie tej, do startera przy-
taczonego do matrycowej nici DNA, dolaczane (ligowane)
byly na zasadzie komplementarnoséci wzgledem matrycy
krotkie, znakowane fluorescencyjnie oligonukleotydy. Za-
stosowanie znacznika specyficznego dla kombinacji dwéch
pierwszych nukleotydéw od miejsca ligacji, wymagato
skomplikowanego systemu detekeji i analizy danych. By¢
moze wlasdnie to zdecydowalo o niepowodzeniu tej platfor-
my, mimo stosunkowo niskich kosztéw sekwencjonowa-
nia i wysokiej precyzji odczytu, siegajacej 99,94%. Problem
stanowily tez sekwencje powtarzajace sie i palindromowe
[31]. Zaréwno metoda 454 jak i SOLiD wykorzystywaly do
przygotowania biblioteki tzw. emulsyjny PCR, w ktérym
amplifikacja zachodzila w roztworze, na kulkach (ang. be-
ads) oplaszczonych DNA [32].

Zadna z tych dwéch metod nie wytrzymata jednak kon-
kurengji z trzecia, ktéra pod marka Illumina catkowicie zdo-
minowata rynek sekwencjonowania DNA na $wiecie w dru-
giej dekadzie XXI w. Miata ona swoje poczatki w niewielkiej
spolce Solexa, zalozonej w 1998 r. przez profesoréw Uni-
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Rycina 4. Schematyczne przedstawienie procesu sekwencjonowania drugiej generacji za pomocg technologii Illumina (A) i DNBSEQ (B). A. DNA (czarna linia) wchodzace
w sklad biblioteki Illuminy przylaczaja sie koricami (adapterami (zotte i zielone linie)) do komplementarnych jednoniciowych oligonukleotydéw (oznaczonych réwniez
kolorem z6ttym i zielonym) znajdujacych sie na powierzchni ptytki przeptywowej , przyjmujac strukture mostka. W wyniku , mostkowej” amplifikacji tworzg sie klastry,
czyli skupiska identycznych czasteczek DNA. W trakcie sekwencjonowania przez synteze rejestrowane sg sygnaly pochodzace od kolejnych nukleotydéw przyfaczanych
do wydtuzanej nici DNA w kazdym klastrze, a specjalne oprogramowanie przeksztalca je nastepnie w sekwencje DNA. B. Fragmenty DNA biblioteki DNBSEQ (DNA
- kolor czarny, adaptery - kolor jasnoniebieski, z6lty, zielony i czerwony) taczone sa ze sobg w kolista matryce, ktéra poddaje sie procesowi replikacji wg modelu tocza-
cego sie kota. Powstata w efekcie dtuga jednoniciowa czgsteczka spontanicznie zwija sie w nanokulke DNA. Nanokulki przylaczaja sie do ptytki sekwencyjnej, na ktorej

odbywa sie sekwencjonowanie.

wersytetu w Cambridge w Wielkiej Brytanii, Davida Kle-
nermana i Shankara Balasubramaniana, ktéry badali prze-
mieszczanie sie polimerazy w trakcie syntezy pojedynczej
czgsteczki DNA unieruchomionej na podlozu statym [33].
W 2006 r. pojawil sie pierwszy sekwenator Solexy, Genome
Analyzer, ktéry generowat 1 Gb (ang. gigabase) danych w
jednym przebiegu urzadzenia [34]. W 2007 roku amerykan-
ska firma Illumina nabyta Solexe za 600 milionéw dolaréw
i byla to z pewnoscia najlepsza decyzja zarzadu tego przed-
sigbiorstwa. Roczne przychody Illuminy w roku 2021 prze-
kroczyty 4,5 miliarda dolaréw, a wartoé¢ wyemitowanych
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akdji spotki w roku 2023 wynosita blisko 30 miliardéw dola-
réow (https:/ /beststocks.com/illumina-a-leading-player-in-
-the-life-science/). Szacuje sie, ze dzi$ na sekwenatorach Il-
luminy odczytuje sie milion genoméw rocznie [35], co czyni
[llumine niewatpliwym liderem w branzy. Znajduje to swo-
je potwierdzenie takze w liczbie prac naukowych - w bazie
PubMed ponad 32 tys. publikacji zawiera termin , [llumina”
(stan na marzec 2024).

Podobnie jak metoda Sangera, technologia Illuminy opie-
ra si¢ na sekwencjonowaniu przez synteze. Sekwencjono-

https:/ / postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/



wanie odbywa sie na plytce przeptywowej (ang. flow cell,
FC), dawniej wykonywanej ze szkla, a obecnie z tworzywa
sztucznego o dobrych parametrach optycznych. W plytce
znajduja sie mikroskopijne kanaly, przez ktére przeptywaja
reagenty chemiczne, niezbedne na kolejnych etapach pro-
cesu sekwencjonowania, takich jak hybrydyzacja, amplifi-
kacja i odczyt sygnatéw fluorescencyjnych [36]. Wewnetrz-
ne powierzchnie kanatéw FC pokryte sa jednoniciowymi
oligonukleotydami, komplementarnymi do adapteréw
wykorzystywanych w procesie przygotowania biblioteki
do sekwencjonowania. Dzieki temu mozliwe jest zwigza-
nie biblioteki z plytka. Przylaczone jednym koricem do FC
fragmenty DNA przyjmuja strukture przypominajgca mo-
stek (ang. bridge), gdyz ich wolny koniec faczy sie z innym
komplementarnym oligonukleotydem znajdujagcym sie w
sasiadujacym miejscu na plytce (Ryc. 4A). Nastepnie poje-
dyncze nici DNA sa poddawane cyklicznej reakcji , mostko-
wej” amplifikacji (ang. bridge amplification). Dochodzi w niej
na przemian do syntezy nowych nici DNA i ich denatura-
¢ji, podobnie jak w standardowej reakcji PCR, tyle ze DNA
przez caly czas pozostaje zwigzany z podlozem. Prowadzi
to do utworzenia tzw. klastréw (ang. clusters), czyli skupisk
czgsteczek DNA o identycznej sekwencji (klonéw). Kazda z
nich staje si¢ nastepnie matryca w reakcji SBS. Przez plytke
przeplywa roztwoér stanowigcy mieszaning znakowanych
fluorescencyjnie nukleotydéw, polimerazy i innych sktadni-
kow niezbednych do syntezy komplementarnych nici DNA.
W kazdym cyklu reakcji sekwencjonowania przytaczany
jest wytacznie jeden nukleotyd, komplementarny do matry-
cy DNA w danym klastrze. Po zakoriczonym cyklu sygnaty
emitowane przez fluorofory rejestrowane sg przez system
detektoréw i kamer. Nastepnie znaczniki fluorescencyjne
zostajg usuniete, tak, by kolejne nukleotydy mogty zostac
przylaczone do wydluzanej czasteczki DNA. Zebrane w
kolejnych cyklach sygnaly fluorescencyjne, uwalniane od
przylaczanych nukleotydéw, sa przeksztalcane w sekwen-
cje DNA przez odpowiednie oprogramowanie.

Pierwotnie w sekwenatorach Illuminy stosowano cztero-
kanatowy system detekgji - kazdy z czterech nukleotydéw
oznaczony byl unikalnym barwnikiem fluorescencyjnym.
Stosunkowo niedawno, wraz z premiera urzadzenia HiSeq
w roku 2014, [llumina wprowadzita dwukanalowy system
detekgji fluorescengji [37]. Uproszczenie to pozwolilo obni-
zy¢ koszty produkcji urzadzen przy zachowaniu wysokiej
dokfadnosci odczytu. Obecnie cztery sekwenatory Illuminy
dostepne na rynku wykorzystuja system dwukanalowy:
MiniSeq, NextSeq 500/550, NovaSeq 6000 i NovaSeq X/X
Plus. W systemie tym nukleotydy znakowane sa w nastepu-
jacy sposéb: tyminy fluoroforem zielonym, cytozyny czer-
wonym, adeniny oboma na raz, natomiast guaniny nie sa
wyznakowane zadnym barwnikiem. Zastosowanie powyz-
szej kombinacji wymaga uzycia odpowiednich algorytméw
bioinformatycznych do dekodowania sekwencji [38].

Inne ulepszenie technologiczne wprowadzone przez II-
lumine dotyczylo sposobu organizacji i lokalizacji klastrow
DNA na FC [39]. Na tradycyjnych ptytkach oligonukleotydy
przylaczone sa w sposéb losowy, nieuporzadkowany (ang.
random FC). Prowadzi to do powstawania klastrow o réznej
wielkosci i gestosci, a w efekcie moze wplynac¢ negatyw-
nie na jakos¢ i ilos¢ danych z sekwencjonowania. Wieksze
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i gesto rozmieszczone klastry moga zlewac sie ze soba, co
utrudnia ich rozréznienie i prowadzi do bledéw w odczy-
cie sekwengji. Z kolei mniejsza gestos¢ klastrow ogranicza
przepustowosé sekwencjonowania, przez co generuje wiek-
sze koszty w przeliczeniu na prébke. Z tego wzgledu, w
roku 2014 wprowadzono do uzycia FC pokryte miliardami
mikroskopijnych dotkéw rozmieszczonych regularnie na
calej powierzchni wedlug ustalonego wzoru (ang. patterned
FC). Komplementarne do adapteréw oligonukleotydy DNA
sa immobilizowane wylacznie w nanodotkach, co porzad-
kuje proces tworzenia klastréw. Jednorodnosé¢ i optymalna
gestosé klastréw zapewnia z kolei uzyskanie wysokiej jako-
ci danych z sekwencjonowania [40].

Obecnie w ofercie llluminy znajduje sie 7 platform, kt6-
re r6znia si¢ przepustowoscia, kosztami analiz, czasem se-
kwencjonowania, a takze zastosowaniami. Wyboér konkret-
nego sekwenatora zalezy wiec zaréwno od rodzaju plano-
wanej analizy jak i budzetu projektu (Tab. 1).

Konkurencyjna dla Solexy technologie sekwencjonowa-
nia DNA na nanokulkach samoorganizujacych sie w nano-
macierze (ang. self-assembled DNA nanoarrays) opracowala
amerykanska firma Complete Genomics, zalozona w roku
2005. Cztery lata p6zniej firma miala na swoim koncie 50
zsekwencjonowanych ludzkich genomoéw i publikacje w
Science [41]. W roku 2013 Complete Genomics zostala prze-
jeta przez chiniska firme BGI (Beijing Genomics Institute),
a w 2018 stala sie czescig spotki od niej zaleznej, MGI. Ofe-
rowana przez MGI technologia sekwencjonowania DNA
znana jest pod nazwa DNBSEQ (od ang. DNA Nanoballs Se-
quencing). Caly proces rozpoczyna sie od fragmentacji DNA
do odcinkéw o dtugosci 100-350 pz i przylaczenia do nich
odpowiednich adapteréw na obu koricach. Nastepnie oligo-
nukleotyd komplementarny do obu adapteréw, tzw. splint
oligo, hybrydyzuje z nimi, dzieki czemu dochodzi do ligacji
konicéw i cyrkularyzacji jednoniciowego DNA. Pozostate
liniowe fragmenty usuwane s za pomoca egzonukleazy
III [42]. Kilkukrotne powtérzenie procesu ligacji i cyrkula-
ryzacji DNA sprawia, ze powstaje matryca zawierajaca kil-
ka sekwencji adapterowych (Ryc. 4B). W kolejnym kroku
kolista matryce DNA poddaje sie amplifikacji w procesie
replikacji wg modelu toczacego sie kota (ang. rolling circle
replication, RCR). Powstajaca w wyniku replikacji diuga cza-
steczka spontanicznie zwija si¢ w ciasna kulke o $rednicy
ok. 300 nm. Nanokulki pochodzace z r6znych matryc DNA
pozostaja od siebie oddzielone, gdyz z uwagi na ujemny fa-
dunek DNA odpychaja sie wzajemnie [41].

W  pierwszym etapie sekwencjonowania nanokulki
przylaczaja sie do plytki przeptywowej, ktéra pokryta jest
dwutlenkiem krzemu, tytanem, heksametylodisilazanem
(HMDS) i odpowiednim materialem $wiattoczulym. Dodat-
ni fadunek HMDS przycigga nanokulki ujemnie natadowa-
nego DNA, ktére wiaza sie z plytka w wysoce uporzadko-
wany sposob (ang. patterned array flow cell). Kazde wlacze-
nie nukleotydu w rosnacy taricuch DNA jest monitorowane
podobnie jak w technologii llluminy - fluorofor wzbudzany
przy pomocy lasera emituje $wiatto o okreslonej dtugosci
fali, rejestrowane przez wysokorozdzielcza kamere. Na-
stepnie za pomoca odpowiedniego oprogramowania inten-
sywnos$¢ sygnatu przetwarzana jest na sekwencje DNA.
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Tabela 1. Poréwnanie podstawowych parametréow poszczegélnych sekwenatoréw wiodacych platform sekwencjonowania drugiej generacji - Illumina i MGI (na podsta-
wie danych prezentowanych na stronach producentéw (https://www.illumina.com/systems/sequencing-platforms.html; https:/ /en.mgi-tech.com/products, stan na

dzien 04.05.2024).
Platforma Max. liczba
FC na jeden

Sekwenator Czas pracy

urzadzenia

cykl pracy [godz]

Max.
wydajnosé
urzadzenia

Max. liczba  Min Max
odczytéw  dilugosé  diugosé
w trakcie odczytu  odczytu  mozna odczytac
jednego [nt]** [nt]** w jednym cyklu
cyklu pracy urzadzenia
pracy*

Max. liczba
genomow***, ktére

DNBSEQ-E25 1 5-20 7,5 Gb 25 min 100 150 0,03
DNBSEQ-G99 2 5-30 96 Gb 160 mIn 100 300 0,2
DNBSEQ-G50 1 9-40 150 Gb 500 mIn 50 150 0,6
MGI DNBSEQ-G400 2 13-109 1,44 Tb 3,6 mld 50 400 6
DNBSEQ-T7 4 16-24 7 Tb 23,2 mld 100 150 29
DNBSEQ-T20x2 6 60-80 72 Tb 210 mld 100 150 262
DNBSEQ-T10x4RS 8 96-106 76,8 Tb 256 mld 100 150 320

*dotyczy odczytow sparowanych (ang. paired-end reads), dla pojedynczych odczytow (ang. single-end reads) liczba ta bedzie dwukrotnie mniejsza;
**dlugos¢ pojedynczego odczytu, kombinacja diugosci odczytéw jest zalezna od typu FC;

***genom czlowieka lub poréwnywalny, ze $rednim pokryciem 30 x

Obecnie MGI oferuje 7 sekwenatoréw o zréznicowanych
parametrach technicznych (Tab. 1). Technologia DNBSEQ
zapewnia podobna przepustowosé, dlugos¢ odczytow,
tempo zbierania danych i jako$¢ wynikéw co technologia
[luminy [43]. Zastosowania obu technologii sa praktycznie
takie same. Niewatpliwg przewaga DNBSEQ jest jednak
nizszy koszt. Wejscie na $wiatowy rynek BGI/MGI mialo
pozytywny skutek takze dla uzytkownikéw Illuminy, bo
sprawilo, ze Illumina znaczaco obnizyla koszty sekwencjo-
nowania. Rywalizacja pomiedzy dwoma duzymi graczami
na rynku sekwencjonowania genomowego stala sie na tyle
zacieta, ze doszlo do batalii sadowych. Firmy zlozyly prze-
ciwko sobie w réznych krajach pozwy antymonopolowe
oraz oskarzenia o naruszenie patentéw. Illumina wygra-
fa pozew o naruszenie patentu przeciwko BGl w Wielkiej
Brytanii [44], ale przegrata inny pozew w USA [45]. W roku
2022 doszto do ugody na rynku amerykarnskim, lecz w in-
nych krajach spér nadal trwa.
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TRZECIA GENERACJA: DLUGIE ODCZYTY,
POJEDYNCZE CZASTECZKI

Jednym z najwiekszych przeloméw w dziedzinie se-
kwencjonowania DNA sa technologie, ktére zaliczamy do
tzw. trzeciej generacji. Oferuja one zupelnie nowe mozli-
wosci analizy genomoéw i transkryptomoéw, siegaja bowiem
do poziomu dtugich, pojedynczych czasteczek, odczytywa-
nych w czasie rzeczywistym [46]. Co wiecej, do sekwencjo-
nowania trzeciej generacji nie jest wymagana amplifikacja
matrycy, co pozwala unikngé btedéw wprowadzanych na
etapie PCR, ktére zdarzaja sie mimo ograniczania liczby cy-
kli i stosowania polimeraz o wysokiej precyzji. Sekwenatory
trzeciej generacji potrafia odczytac¢ sekwencje o dtugosci od
kilku - kilkunastu tysiecy do ponad stu tysiecy nukleoty-
doéw, a wiec odcinki DNA zawierajace cale geny. W genomie
mozemy badaé¢ w ten sposob nie tylko pojedyncze mutacje
oraz krétkie insercje i delecje (ang. indels), ale tez wigksze
rearanzacje i regiony skladajace sie z sekwencji wielokrot-
nie powtérzonych. W przypadku RNA daje to mozliwosé
analizy pelnej diugosci transkryptéw, gendéw fuzyjnych czy
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produktéw alternatywnego splicingu. Poczatkowo ograni-
czeniem technicznym platform trzeciej generacji byl stosun-
kowo wysoki odsetek bledéw, co sprawialo, ze stosowano
je raczej jako podejscia suplementarne wzgledem technolo-
gii drugiej generacji. Z czasem jednak udoskonalono techni-
ki sekwencjonowania dtugich odczytéw do tego stopnia, ze
odsetek btedéw znaczaco zmalat [47].

Pierwszy sekwenator trzeciej generacji wprowadzita w
2008 r. firma Helicos (Cambridge, USA). Wykorzystywat
on technologie tSMS (ang. true Single Molecule Sequencing),
umozliwiajacg bezposredni odczyt sekwencji pojedynczych
czasteczek DNA, co eliminowalo potrzebe amplifikacji i
fragmentacji materialu genetycznego [48]. Zasada dziala-
nia byta podobna jak w technologii Illuminy i polegala na
sekwencjonowaniu przez synteze. Sygnal pochodzacy z
fluoroforu usuwanego po przylaczeniu nukleotydu do ro-
snacej nici DNA, wykrywany byt za pomoca detektora o
wysokiej czulosci, co zapewniato duza rozdzielczos¢ odczy-
tu. Technologia Helicos nie osiagneta jednak komercyjnego
sukcesu i w 2012 zaprzestano produkgji tego typu urzadzen.

Nukleotydy z przytaczonymi fluoroforami wykorzystuje
réwniez jedna z dwéch najpopularniejszych dzis technologii
sekwencjonowania trzeciej generacji - technologia sekwen-
cjonowania pojedynczej czasteczki w czasie rzeczywistym
(ang. Single-Molecule Real-Time, SMRT) [49]. Ta innowacyjna
metoda opracowana przez firme Pacific Biosciences (Pac-
Bio, Menlo Park, USA) umozliwia otrzymywanie odczytéw
o sredniej dtugosci kilkunastu tysiecy nt przy jednoczesnie
wysokiej precyzji odczytu, siegajacej nawet 99,9%. Aktual-
nie PacBio oferuje dwa systemy umozliwiajace generowa-
nie dlugich odczytéw: Sequel oraz Revio. Oba oferuja wyso-
ka jakos¢ danych z sekwencjonowania SMRT i cho¢ réznia
sie przepustowoscia ich zastosowania sa podobne (Tab. 2).
Niezwykle praktyczne w tych systemach jest trwate zinte-
growanie aparatow z aplikacjami umozliwiajacymi analize
danych i interpretacje wynikéw. Dla poréwnania, Illumi-
na wprowadzila takie ulepszenie dopiero w najnowszych
maszynach - NextSeq 1000 i NextSeq 2000 oraz NovaSeq X
Plus. Co ciekawe, od niedawna w ofercie PacBio znajduje
sie¢ rowniez sekwenator Onso generujacy krotkie odczyty.
Zastapienie w nim technologii SBS technologia SBB, czyli
sekwencjonowaniem przez wigzanie (ang. sequencing by bin-
ding) pozwolilo na uzyskiwanie danych o bardzo wysokiej
jakosci (Q40) [50].

W technologii SMRT przylaczona do polimerazy DNA
matryca umieszczana jest na dnie optycznych studzienek
reakcyjnych, tzw. ZMW (ang. Zero-Mode Waveguides) [51]
znajdujacych sie na plytce do sekwencjonowania (SMRT
Cell). Na dnie studzienek znajduja si¢ miniaturowe otwo-
ry, przez ktére wpada $wiatlo. Srednica otworu jest zbyt
mala, aby umozliwi¢ propagacje $wiatta w zakresie dlugo-
ci fal uzywanym do detekcji. Gdy polimeraza przylacza
kolejny nukleotyd, emitowany jest sygnat fluorescencyjny,
rejestrowany w czasie rzeczywistym. Maksymalne ogra-
niczenie pola detekcji sprawia, ze sygnaly fluorescencyjne
pochodzace z tta nie zakldcaja procesu rejestracji. Poniewaz
znaczniki fluorescencyjne generuja ré6zne widma emisyjne,
detektor odczytuje impulsy $wietlne i identyfikuje konkret-
ne nukleotydy. W wersji HiFi (ang. High Fidelity) matryca
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DNA dzieki odpowiednim adapterom, ktére przylaczajg
sie do jej obu koricow, tworzy kolista strukture. W efekcie
polimeraza wielokrotnie powiela ten sam dlugi fragment,
zwigkszajac liczbe uzyskanych z niego odczytéw i minima-
lizujac w ten sposob ryzyko bledu [52,53] (Ryc. 5A).

Wysoka precyzja dlugich odczytéw technologii PacBio
pozwala na analize zlozonych genoméw orazich czesci trud-
nych do zsekwencjonowania za pomoca alternatywnych
metod, np. regionéw zawierajacych powtérzenia tandemo-
we [54]. Uzytecznos¢ technologii SMRT wykazano m.in. w
badaniach genoméw cztowieka (Homo sapiens) [55], roslin,
w tym ryzu (Oryza sp.) [56] i pszenicy (Triticum turgidum)
[57], czy mikroorganizméw chorobotwoérczych, np. wirusa
zapalenia watroby typu C (ang. Hepatitis C Virus, HCV) [58].
Sekwencjonowanie SMRT mozna réwniez wykorzysta¢ do
mapowania modyfikacji chemicznych nukleotydéw, np.
metylacji. Poniewaz detekcja sygnatu odbywa sie w sposéb
bardzo precyzyjny, kazda zmiana jego kinetyki, wynikajg-
ca z konkretnych modyfikacji, jest wykrywalna [59]. Innym
ciekawym zastosowaniem technologii SMRT, wykracza-
jacym poza genomike, jest badanie procesu syntezy biatek
w czasie rzeczywistym [60]. Pojedyncze rybosomy, wraz
z tRNAM¢ j biotynylowanym mRNA, unieruchamia si¢ w
ZMW jako kompleksy inicjujace proces translacji. Nastepnie
do mieszaniny reakcyjnej dodaje sie fluorescencyjnie zna-
kowane tRNA. Dzieki wyznakowaniu réznych czasteczek
tRNA odrebnymi fluoroforami mozliwa jest ich detekcja na
etapie zwigzania z rybosomem w trakcie syntezy biatka, a
tym samym okreslenie sekwencji powstajacego biatka.

Druga obok PacBio technologia sekwencjonowania
trzeciej generacji jest tzw. sekwencjonowanie nanoporowe
firmy Oxford Nanopore Technologies (ONT). Ta innowa-
cyjna technologia opiera sie¢ na stymulowanej napieciem
elektrycznym migracji pojedynczej nici DNA przez kanaty
(nanopory) w membranie. W czasie przejécia DNA przez
nanopor mierzone sa zmiany potencjatu elektrycznego, wy-
wolywane pojawieniem sie danego nukleotydu w miejscu
detekcji. Pozwala to na odczyt sekwencji nici DNA z duza
szybkoscia, czuloscia i precyzja [61].

Technologia nanoporowa wykorzystuje wystepujace
w przyrodzie mechanizmy transportu czgsteczek przez
blony za posrednictwem kanaléw jonowych. Syntetyczne
membrany, wykonane najczesciej z polimeru, silikonu czy
zwigzkéw krzemu, majg mikroskopijne otwory o $rednicy
1-100 nm (nanopory), ktére powstaja w wyniku trawienia
chemicznego czy bombardowania powierzchni matrycy jo-
nami [62]. Grubo$¢ membrany jest tak dobrana by umozli-
wié odczyt tylko jednego nukleotydu w danym momencie,
choé¢ same nanopory moga mie¢ r6zne wlasciwosci.

Przygotowanie biblioteki DNA rozpoczyna si¢ od frag-
mentacji DNA i selekcji fragmentéw odpowiedniej diugo-
ci. Nastepnie do jednego z konicéw dwuniciowego DNA
ligowany jest adapter o strukturze spinki do wloséw, ktory
pozwala na przylaczenie DNA do membrany z nanopo-
rami (Ryc. 5B). Do DNA przytacza sie tez specjalne biatko
motorowe, ktére po zetknieciu sie z nanoporem rozplata
podwdijna helise DNA i unieruchamia jedna z nici, zapew-
niajac przy okazji optymalny czas przejscia DNA przez
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Rycina 5. Schematyczne przedstawienie procesu sekwencjonowania trzeciej generacji za pomoca technologii PacBio (A) i Oxford Nanopore (B). A. W technologii PacBio
do pofragmentowanego DNA na obu konicach przylaczane sa adaptery o strukturze spinki do wloséw (kolor niebieski), co powoduje, ze matryca staje sie kolista. Matryca
wraz z polimerazg umieszczana jest na dnie studzienek reakcyjnych, w ktérych przebiega reakcja sekwencjonowania. Fluorescencyjnie znakowane nukleotydy emituja
sygnaly w momencie wbudowania sie do syntetyzowanej nici DNA. Polimeraza wielokrotnie powiela ten sam diugi fragment DNA, zwiekszajac liczbe uzyskanych od-
czytéw i minimalizujac ryzyko wystapienia bledu. B. W technologii nanoporowej do diugich fragmentéw DNA na jednym z koficow przylaczany jest adapter o strukturze
spinki do wloséw (kolor zielony). Zwigzane z adapterem biatko motorowe umozliwia przytaczenie DNA do nanopora znajdujacego sie w membranie. Nastepnie biatko
motorowe rozplata dwuniciowy DNA umozliwiajac przejécie przez nanopor pojedynczej nici DNA. W czasie, gdy przechodzi ona przez nanopor, nastepuje zmiana po-
tencjatu elektrycznego rejestrowana przez czujniki znajdujace sie na plytce do sekwencjonowania.

nanopor [63]. Gotowa biblioteka jest wprowadzana do
urzadzenia, w ktérym zachodzi odczyt sekwencji. W urza-
dzeniu membrana z nanoporami zanurzana jest w roztwo-
rze, a dzieki gradientowi stezeri kompleksy DNA-biatko sa
kierowane do nanopora. Przeplyw jonéw przez otwor jest
kontrolowany przez napiecie elektryczne. DNA z uwagi na
swoj ujemny ladunek przesuwa sie¢ w roztworze w kierun-
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ku elektrody o fadunku dodatnim. Kiedy czasteczka DNA
przechodzi przez nanopor, jonowy przeplyw jest czesciowo
zablokowany, co powoduje zmniejszenie natezenia pradu
elektrycznego. Odczyt sekwencji DNA odbywa sie na pod-
stawie pomiaréw potencjatu elektrycznego, ktéry zmienia
sie¢ w zaleznosci od tego, jaki nukleotyd aktualnie przecho-
dzi przez nanopor [64].

https:/ / postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/



Tabela 2. Poréwnanie parametréw sekwenatorow wiodacych platform sekwencjonowania trzeciej generacji - PacBio i ONT (na podstawie danych prezentowanych na
stronach producentow (https:/ /www.pacb.com/sequencing-systems; https:/ /nanoporetech.com/ products/specifications, stan na dzien 04.05.2024).

Max. liczba FC na
jeden cykl pracy

Parametry

MinION 1 25-50*
idI 25-50*
Oxford Ic’;rr;fn::)tEION 2 Solo i -
Nanopore e 2 25-50
PromethION 24 / 48 24/48 25-50*

*$rednia diugos¢ przy opcji , ultra-long” (maksymalna >4Mb)

Srednia dtugosé
odczytu [kb]

Max. czas pracy sekwencjonowania
na 1 FC [godz]

Max. wydajnosé
urzadzenia

72 15-35 Gb

72 75-175 Gb

72 555 Gb

72 6,6 Tb / 13,3 Tb

Sekwenatory ONT, w przeciwienistwie do aparatéw np.
[luminy czy PacBio, to niewielkie i poreczne urzadzenia,
W najmniejszej wersji przypominajgce duzy pendrive, ktory
mozna podlaczyé do laptopa. Nie bez przyczyny wiec tech-
nologie te okre$la sie mianem ,kieszonkowej”. Sekwena-
tor ONT zawiera chipy z czujnikami mierzacymi potencjat
elektryczny, elektrodami i jedna lub wiele membran z nano-
porami. Odczyty generowane w tych aparatach moga osia-
gac¢ dlugosc¢ nawet kilku milionéw nt. Aktualnie w ofercie
Oxford Nanopore dostepne sa trzy podstawowe platformy:
MinION, GridION i PromethION, ktére r6znig sie miedzy
soba wielkoscia, przepustowoscia i iloscig generowanych
danych (Tab. 2).

Sekwencjonowanie nanoporowe to bardzo wszechstron-
na technologia, ktéra znajduje zastosowanie w wielu dzie-
dzinach nauki i medycyny. Umozliwia szybkie i coraz bar-
dziej doktadne sekwencjonowanie catych genomoéw [61,65],
monitorowanie skladu mikroorganizméw w Srodowisku
(ze wzgledu na mate rozmiary urzadzenia MinlON badania
takie mozna przeprowadzi¢ w terenie) [66], analize zmian
epigenetycznych, takich jak metylacja DNA i inne modyfi-
kacje chromatyny [67]. Co jednak najwazniejsze, sekwen-
cjonowanie nanoporowe jest jedyna technologia, ktéra po-
zwala na bezposrednie sekwencjonowanie czasteczek RNA,
podczas gdy inne metody wymagaja przepisania RNA na
c¢DNA. Badanie RNA bez koniecznosci stosowania odwrot-
nej transkrypcji, oferowane przez ONT, otwiera zupelnie
nowy rozdziat w obszarze transkryptomiki [61,68]. Przykla-
dem sa badania wirusa SARS-CoV-2, w ktérych osiagnieto
najdiuzszy (~26 kb) ciagty odczyt sekwencji pochodzacej z
genomu tego koronawirusa oraz wykryto nowe subgenomy
i miejsca metylacji wirusowego RNA [69]. Opracowano tak-
ze wysokiej rozdzielczosci mapy transkryptomu i epitran-
skryptomu wirusa SARS-CoV-2 [70].

Oprécz wyzej wymienionych technologii NGS, w roku
2010 pojawila si¢ jeszcze jedna, znana jako Ion Torrent, czyli
,potok jonéw” [71], ktéra moze by¢ zaliczana zaréwno do
technologii sekwencjonowania drugiej, jak i trzeciej gene-
racji. Mimo, iz sekwenatory produkcji Ion Torrent Systems
Inc. z serii lon GeneStudio S5 nadal widnieja w ofercie Ther-
mo Fisher Scientific, obecnie technologia ta nie jest zbyt sze-
roko stosowana. Warto jednak o niej wspomnie¢ ze wzgledu
na jej innowacyjnos¢. Jak wiekszos¢ metod NGS opiera sie
na sekwencjonowaniu przez synteze, ale jest jedyna techno-
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logia, ktéra pozwala wykrywa¢ naturalne, niezmodyfiko-
wane nukleotydy. Nie wymaga tez stosowania optyki. Se-
kwencjonowanie odbywa sie na plytce pétprzewodnikowej
z mikrostudzienkami, z ktérych kazda zawiera polimeraze,
klonalne kopie jednej czasteczki DNA oraz jonoczuty detek-
tor (ang. ion-sensitive field-effect transistor, ISFET). Plytka jest
kolejno przemywana roztworami zawierajacymi jeden typ
nukleotydu. Wilaczenie nukleotydu do rosnacej nici DNA
uwalnia PPi oraz proton wodoru, ktéry powoduje lokalng
zmiane pH, wykrywana przez detektor. Gdy przylacza sie
kilka nukleotydéw, sygnat jest odpowiednio wigkszy. Serie
impulséw elektrycznych w czasie rzeczywistym przesytane
sa do komputera, ktéry przeksztalca je w zapis sekwencji
DNA. Uzycie elektronicznych chipéw i rezygnacja z flu-
orescencji oraz ztozonych systeméw optycznych pozwolito
znaczaco obnizy¢ koszty sekwencjonowania [72]. Ograni-
czeniem technologii Ion Torrent sg za to problemy z inter-
pretacja sygnatéw przy dluzszych sekwencjach sktadaja-
cych sie z powtérzen tego samego nukleotydu (homopoli-
merach) oraz diugosé odczytu, zblizona do tej oferowanej
przez technologie drugiej generacji (200-600 nt).

ROZWIAZANIA POSREDNIE: KROTKIE
ODCZYTY Z DLUGICH SEKWENCJI

Mimo szeregu zalet technologii sekwencjonowania dru-
giej generacji, ich najwiekszym ograniczeniem jest dtugos¢
odczytu, ktéra wynosi zwykle 150 nt, a w najlepszym przy-
padku siega 300 nt (Tabela 1). Sktadanie pelnego genomu
z tak krotkich odcinkéw jest bardzo trudne lub wrecz nie-
mozliwe. Jednym z rozwigzan tego problemu bylo opraco-
wanie metod przygotowania biblioteki w taki sposéb, by
w pierwszym etapie znakowac dlugie czasteczki genomo-
wego DNA przez dodanie do nich specjalnego znacznika
- fragmentu DNA zawierajacego unikatowa sekwencje.

Pierwsza tego typu strategia Illuminy nosita nazwe , mate
pair sequencing” [73] i polegala na generowaniu odcinkéw
DNA o dlugosci kilku tys. nt, dodaniu na ich koricach nu-
kleotydoéw znakowanych biotyna i taczeniu w kolista czg-
steczke. Kolisty DNA poddawano fragmentacji, a region
zawierajacy biotyne wylapywano za pomoca streptawidy-
ny i poddawano tradycyjnemu sekwencjonowaniu za po-
moca krotkich odczytéw. Przy skladaniu odczytéw brano
pod uwage dodatkowa informacje o dlugosci fragmentu
DNA dzielacego oba odczyty. Podobne strategie oferowa-
ty w pewnym momencie takze platformy 454 i SOLiD [74].
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Aktualnie Illumina testuje nowe rozwiazania, faczac inno-
wacyjna technologie dtugiego odczytu o nazwie CLR (ang.
Complete Long Read) z bardzo dokladnymi krotkimi odczyta-
mi. Technologia ta pozwala zsekwencjonowacé przy pomocy
krotkich odczytow czasteczki o dtugosci 5-7 tys., a nawet 10
tys. nt, zuzywajac do tego mniej materiatu wejsciowego niz
wymaga tego np. PacBio [75].

Z kolei wprowadzona przez BGI metoda stLER (ang. sin-
gle tube long fragment read) wykorzystuje do przygotowania
biblioteki kulki z dotagczonymi do nich znacznikami. W jed-
nej reakcji znajduje sie 10-50 milionéw kulek, z ktérych kaz-
da posiada inny znacznik. Nastepnie do kulek przylaczane
sq dlugie czasteczki DNA, do ktérych wczesniej, za pomoca
enzymu transpozazy, wklejono co 200-1000 pz uniwersalne
sekwencje umozliwiajace hybrydyzacje z kulka i ligacje z se-
kwencja znacznika. Czasteczki DNA zawierajace znacznik
podlegaja w kolejnym etapie amplifikacji i cyrkularyzacji,
po czym tworza nanokulki, ktére sa sekwencjonowane przy
uzyciu technologii DNBSEQ.

ANALIZA DANYCH Z SEKWENCJONOWANIA DNA

Analiza wynikéw sekwencjonowania DNA oryginalna
metoda Sangera czy metoda Maxama-Gilberta byla stosun-
kowo prosta - polegala na odczytaniu kolejnosci nukleoty-
déw z obrazu prazkéw utrwalonych na kliszy rentgenow-
skiej (Ryc. 2A). Znacznie wiecej umiejetnosci technicznych
i czasu pracy wymagalo przeprowadzenie samego ekspe-
rymentu. Dopiero automatyzacja metody Sangera sprawita,
ze pojawila sie potrzeba stworzenia oprogramowania do
analizy wynikéw. Dzi$ pliki z wynikami generowane przez
sekwenatory kapilarne analizuje sie za pomoca takich pro-
graméw jak np. Sequence Scanner (Thermo Fisher Scientif-
ic), Finch TV (Digital World Biology), Mutation Surveyor
(Softgenetics), czy Geneious (Biomatters). Czeé¢ z nich jest
dostepna bez optat, niektére zapewniaja producenci apara-
tow, inne wymagaja zakupu osobnej licencji. Uzytkownik
zaznajomiony z technikg sekwencjonowania kapilarnego
bez najmniejszych probleméw poradzi sobie z analizg wy-
kresu przedstawiajacego sygnaly fluorescencyjne (Ryc. 2B).

Zupelnie inaczej wyglada bioinformatyczna analiza da-
nych pochodzacych z sekwencjonowania DNA drugiej i
trzeciej generacji. Jest to bardzo obszerny temat, ktérego
omoéwienie wykracza poza ramy niniejszego artykutu. Po-
nizej jedynie krétko przedstawiamy podstawowe etapy
analizy, ktére sa wspoélne dla r6znych technologii NGS oraz
wyzwania zwigzane z przetwarzaniem duzych zbioréw da-
nych.

Pierwszym etapem jest tzw. basecalling, czyli przetwo-
rzenie sygnatu odczytanego z sekwenatora i zapisanie go
w postaci sekwengji nukleotydéw. Proces ten jest zwykle
przeprowadzany automatycznie z wykorzystaniem ukla-
déw obliczeniowych zainstalowanych w samym sekwena-
torze (obecnoé¢ takiego ukladu oraz jego moc obliczeniowa
zalezy od modelu sekwenatora). Czesto oprogramowanie
stuzace do basecallingu wykorzystuje procesory kart gra-
ficznych (ang. Graphics Processing Unit, GPU).
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Kolejnym etapem jest tzw. demultiplexing, ktéry polega na
przydzieleniu odczytanych sekwencji do poszczegélnych
prébek, na podstawie sekwencji indeksu (ang. barcode). Etap
ten jest konieczny tylko w przypadku sekwencjonowania
wielu prébek jednoczesnie.

W wiekszosci przypadkéw nastepnym etapem jest ana-
liza jakosci i filtrowanie danych. Ma to na celu usuniecie
odczytéw o niskiej jakosci lub niewystarczajacej dlugosci,
co jest czesto stosowane w przypadku sekwencjonowania
trzeciej generacji. Kolejne etapy analiz bioinformatycznych
zaleza $cisle od rodzaju eksperymentu i celu badawczego.
W przypadku sekwencjonowania DNA organizmu, ktérego
genom zostal juz wczeéniej poznany, stosuje sie tzw. mapo-
wanie do genomu referencyjnego. W oparciu o referencyjne
bazy danych przeprowadza sie réwniez adnotacje (ang. an-
notation). Dzigki temu mozna okreéli¢ pofozenie w genomie
i sekwencje konkretnych genéw, zidentyfikowac znajdujace
sie¢ w nich mutacje i oceni¢ ich potencjalne znaczenie biolo-
giczne.

Rozmiar danych pochodzacych z sekwenatoréw NGS w
zasadzie wyklucza mozliwos¢ ich analizy na komputerach
domowych. Dla przyktadu, rozmiar pliku z danymi z se-
kwencjonowania pelnego genomu cztowieka ze $rednim
pokryciem 30 x w zaleznosci od technologii wynosi:

¢ dlaIlluminy ok. 100 GB - pliki fastq (zawierajace sekwen-
gje odczytéw i dane na temat ich jakosci) dla odczytéow
sparowanych o dlugosci 150 nt (2 x 150 pz);

e dla PacBio HiFi - pliki z matrycowym DNA, bez se-
kwengcji adapteréw (tzw. subreads) w binarnym formacie
bam zajmuja ok. 2,9 TB, natomiast plik bam z sekwencja
uzgodnionych odczytéw HiFi (tzw. ccs) ~86 GB. Nalezy
pamieta¢, ze pliki z matrycowym DNA zawieraja dodat-
kowe informacje umozliwiajace badanie metylacji geno-
mu;

e dla ONT - pliki w formacie fast5 (ktére umozliwiaja ba-
danie metylacji genomu) zajmuja okolo 1 TB, podczas
gdy plik fastq po basecallingu ~86 GB. W roku 2023 fir-
ma Oxford Nanopore wprowadzita nowy format plikow
podb, ktéry wymaga ok. 30-50% mniej miejsca niz pliki w
formacie fast5.

Na powyzszym przykladzie wida¢, ze kazda z technolo-
gii wykorzystuje inne formaty plikéw, co wiecej, w zalezno-
Sci od etapu ich przetwarzania formaty te sa r6zne. Rozmia-
ry plikow dla danych z sekwencjonowania moga sie r6znic
w zaleznosci od stopnia ich kompresji. Natomiast nie nalezy
oczekiwaé, ze beda one znaczaco mniejsze przy wyzszym
stopniu kompresji. Warto réwniez wspomnie¢, ze wciaz
trwaja prace nad wydajniejszymi algorytmami kompresji
danych genomicznych i samymi formatami plikéw. Pomi-
mo osiggniec na tym polu [76], problematyczna staje sie dal-
sza analiza skompresowanych danych. Wyspecjalizowane
algorytmy stosuja bowiem formaty plikéw nieobslugiwane
przez praktycznie zadne istniejace potoki przetwarzania
danych, a przy znaczacych rozmiarach plikéw konwersja
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miedzy formatami jest procesem czasochtonnym i wymaga-
jacym znacznych zasob6éw obliczeniowych.

Kolejnym problemem posrednio powigzanym z rozmia-
rami danych pochodzacych z sekwencjonowania jest czas
obliczenr. Dla przykladu, wykrywanie germinalnych wa-
riantéw genetycznych dla genomu czlowieka zsekwencjo-
nowanego z 30-krotnym pokryciem trwa ok. 30 godzin przy
zalozeniu wykorzystania pakietu GATK4 [77]. Czas ten po-
dano jednak dla serwera obliczeniowego z 64 procesorami
firmy AMD wyposazonego w 512 GB pamieci RAM (przy
czym z naszego doswiadczenia wynika, ze pelne wykorzy-
stanie wszystkich rdzeni tych procesoréw przez caly czas
trwania obliczen jest mato prawdopodobne). Wniosek z po-
wyzszych obserwacji jest taki, ze analiza danych z sekwen-
cjonowania wymaga znaczacej infrastruktury obliczeniowej
oraz przestrzeni dyskowych i jest praktycznie niemozliwa
do przeprowadzenia na standardowych komputerach sta-
cjonarnych czy laptopach. Istnieja natomiast rozwiazania
sprzetowe, ktére znaczaco skracaja czas wykonywania
pewnych analiz. Na przyklad, dla wspomnianego wykry-
wania wariantéw genetycznych dostepne sa na rynku trzy
wiodace rozwigzania: DRAGEN firmy Illumina [78] i seria
rozwigzann BOLT firmy MGI [79] (dokladniej MegaBOLT,
ZBOLT i ZBOLT Pro) korzystajace z procesoréw FCPGA
oraz NVIDIA Clara for Genomics wykorzystujacych proce-
sory kart graficznych GPU. Kazde z tych rozwiazar umoz-
liwia skrécenie czasu analiz dla pojedynczej probki z 30 go-
dzin do 20-30 minut.

Wybér wlasciwych narzedzi do analizy danych z se-
kwencjonowania nie jest prosty. Kazda z platform sekwen-
cjonowania generuje dane o specyficznych wtasciwosciach
(takich jak np. dlugosé odczytéw, ich jakoséc oraz charakte-
rystyczne bledy sekwencjonowania), a co za tym idzie maja
one odmienne potoki przetwarzania danych. Decyzja odno-
$nie wyboru platformy sekwencjonowania wynika z obra-
nego celu badawczego. Opracowano baze danych narzedzi
stuzacych analizie danych dla sekwencjonowania trzeciej
generagcji, ktéra obecnie zawiera ponad 870 r6znych metod
[80]. Co wiecej, czesto wykorzystuje sie réwnolegle kilka
technologii sekwencjonowania do osiggniecia jednego celu.
Jako przyklad moze postuzy¢ tutaj asemblacja (skladanie) de
novo kompletnego genomu czlowieka [81], w ktérej wyko-
rzystano zaréwno kroétkie odczyty Illuminy, dtugie odczyty
ultra-long ONT i PacBio HiFi oraz dodatkowo inne tech-
nologie uzupelniajace. Przetwarzanie danych z sekwencjo-
nowania jest dziedzing, ktéra bardzo szybko sie rozwija, a
dodatkowo niektére sekwenatory sa obecne na rynku zale-
dwie od kilku lat. Wiaze sie to czesto z brakiem standardéw
analizy danych, a w zwiazku z tym badacze zajmujacy sie
analizg danych musza na biezaco $ledzi¢ najnowsze prace
naukowe w tej dziedzinie.

PODSUMOWANIE

Kiedy po raz pierwszy sekwencjonowano genom czlo-
wieka, zajelo to 13 lat i pochtoneto blisko 3 miliardy dola-
réw [82]. Dzi$ na najbardziej wysokoprzepustowych sekwe-
natorach réwnolegle sekwencjonowanie ponad 100 geno-
moéw czlowieka zajmuje 2 doby. Jeszcze w trakcie trwania
Projektu Poznania Genomu Czlowieka (ang. Human Genome
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Project, HGP) rozpoczat sie dynamiczny rozwdj technik se-
kwencjonowania nowej generacji, ktére umozliwily zwiek-
szenie przepustowosci i zmniejszenie kosztow sekwencjo-
nowania przy jednoczesnym zachowaniu dokladnosci uzy-
skiwanych odczytéow [83]. Mimo, iz nie wszystkie techno-
logie osiagnely komercyjny sukces, zaproponowano wiele
ciekawych, innowacyjnych rozwiagzan.

Druga generacja technologii NGS weszla do powszech-
nego uzytku gtéwnie za sprawa amerykanskiej firmy Illu-
mina. Monopol na $wiatowym rynku sekwencjonowania
DNA przelamalo dopiero pojawienie sie chiriskiego koncer-
nu BGL Juz w roku 2018 BGI oferowal sekwencjonowanie
pelnego genomu czlowieka za cene 600 USD podczas gdy
to samo na platformie Illuminy wymagato wéwczas 1000
USD. W marcu 2023 MGI przedstawitlo swéj nowy apa-
rat, DNBSEQ-T20%2, na ktérym genom czlowieka mozna
zsekwencjonowac za rekordowo niska cene 100 USD [83].
Najnowszy sekwenator Illuminy, NovaSeq X/X Plus, po-
zwala zredukowac koszty do ok. 200 USD. Czy to juz gra-
nice, ktérych nie da sie przekroczy¢? Czy tak samo stanie
sie w przypadku technologii trzeciej generacji, ktére poki
co sg nieporéwnywalnie drozsze? Kiedy kazdy czlowiek na
$wiecie bedzie miat zsekwencjonowany genom? Na te py-
tania nie ma jednoznacznych odpowiedzi. Jedno jest pewne
- jestesmy $wiadkami prawdziwej rewolucji genomicznej.
W wielu krajach prowadzone sa duze projekty sekwencjo-
nowania genomow, ktérych celem jest poznanie zmienno-
Sci genetycznej mieszkaricow, wykrywanie rzadkich choréb
genetycznych czy np. okreslenie podatnosci na choroby no-
wotworowe. W Wielkiej Brytanii, USA i Chinach istniejg juz
bazy, w ktérych znajduje sie po kilkaset tysiecy genomoéw.
W Polsce pierwszym tego typu projektem jest ECBiG (Eu-
ropejskie Centrum Bioinformatyki i Genomiki), w ramach
ktérego powstata Genomiczna Mapa Polski (https:/ /www.
genompolski.pl/). Do jej sporzadzenia wykorzystano se-
kwencje ok. 6 tys. genomow.

Rozwdj technologiczny sprawit, ze samo sekwencjono-
wanie przestalo by¢ waskim gardlem - teraz jest nim ana-
liza i archiwizacja danych, ktérych z kazdym rokiem przy-
bywa w oszatamiajacym tempie. Mamy do czynienia wrecz
z eksplozja danych NGS. A w nattoku informacji ciagle da-
leko nam do tego, by zrozumie¢ jak dziala genom. Nawet
jesli znamy pelna sekwencje DNA, funkcja wielu regionéw
genomu nadal pozostaje dla nas tajemnica. Dlatego wlasnie
w tym kierunku powinny zmierza¢ dalsze badania geno-
miczne.
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ABSTRACT

There is no technique that would make a greater contribution to the development of genetics, molecular biology and medicine than DNA
sequencing. For many years, the method based on enzymatic DNA synthesis developed by Frederic Sanger was the gold standard in this area
and its modifications are still used today. At the end of the 20th century, there was a dynamic development of next-generation sequencing
(NGS) technologies, which ended the era of single gene analysis and initiated the era of genome sequencing. Despite fierce competition, one
NGS technology has practically completely dominated the global market. In the article, we present our own review of DNA sequencing meth-
ods, starting from the Sanger method to high-throughput second- and third-generation sequencing technologies, with particular emphasis on
those that have achieved commercial success. We present their short history, principles of operation, technical possibilities, applications and
limitations. In the summary, we comment the human genome sequencing costs at the current stage of the genomic revolution and outline the
prospects for further development of genomics.
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