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Genomika jest dziedzing wiedzy zajmujacq sie analiza genoméw organizmoéw. Jej
gtownym celem jest poznanie kompletnej sekwencji genomu, okreslenie miejsc
wystepowania i funkcji jego elementéw (np. genéw, sekwencji regulatorowych) oraz
badanie wystepujacych pomiedzy nimi zaleznosci. Istothnym jej elementem jest
rowniez sledzenie zmian jakim genomy podlegaja w czasie.
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Genomika: narzedzia i techniki

Podstawowym narzedziem genomiki sa metody sekwencjonowania czgstek DNA,
czyli ustalania kolejnosci wchodzacych w ich sktad nukleotydow.

Jednak efektywne badanie obiektu tak duzego jak genom wymaga uzycia szeregu
dodatkowych technik manipulacji czgstkami DNA, stuzacych m. in. do:

" podziatu tancuchoéw nukleotydéw na krétsze odcinki;

"rekombinaciji, czyli taczenia fragmentéw pochodzacych z réznych czastek DNA;
" amplifikacji (zwielokrotnienia liczby kopii) wybranych odcinkéw;

"separacji pod wzgledem diugosci;

" detekcji czastek o zadanej sekwencji




Genomika: narzedzia i techniki

Techniki manipulacji DNA sa nieustannie modyfikowane i rozwijane od lat 70. XX
wieku, jednak u podstaw dziatania wiekszosci z nich niezmiennie leza:

"podstawowe cechy czastek DNA: istnienie regut komplementarnosci nukleotydow,
denaturacja pasm pod wplywem temperatury i ich samoistna hybrydyzacja;

"wtasciwosci enzymoéw biatkowych (polimeraz, nukleaz i ligaz) biorgcych udziat w
procesach zachodzacych naturalnie w komérkach, np. w replikacji i naprawie DNA,
czy tez podczas degradacji kwasow nukleinowych.
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Enzymy stuzace do manipulacji DNA:polimerazyabNASZAI A ERot MU A

Polimeraza DNA zalezna od DNA to enzym syntetyzujgcy ni¢ DNA komplementarng
do matrycy, ktérg stanowi jednoniciowe DNA. Wystepuje naturalnie w komoérkach
wszystkich organizméw zywych, gdzie bierze udziat w replikacji i naprawie DNA.
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W biologii molekularnej zwykle uzywa sie oczyszczonych i zmodyfikowanych wersji
polimeraz bakteryjnych. Wykorzystywane sa one przede wszystkim do amplifikaciji
oraz podczas sekwencjonowania.
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Najwazniejsze wilasciwosci polimerazy DNA:

"synteza nici DNA odbywa sie w kierunku 5'—3' (kolejne nukleotydy dotaczane sa do
konca 3' syntezowanej nici) zgodnie z regulg komplementarnosci wobec matrycy;

3= TACCCAACGCAATTC 5/
ATGGGTTG
5/ 3/ [T. A. Brown: Genomy. PWN, 2009]

"polimeraza DNA nie moze rozpocza¢ syntezy na matrycy, ktora jest jednoniciowa na
calej dlugosci. Musi istnie¢ krotki odcinek dwuniciowy, powstajacy po dotagczeniu
do matrycy startera (primera) z wolnym koncem 3'. W komérce podczas replikacji
DNA za utworzenie startera odpowiada polimeraza RNA (prymaza). W laboratorium
funkcje primera petni syntetyczny oligonukleotydyd, ktorego sekwencja decyduje o
miejscu rozpoczecia synteza.

Starter Syntetyzowana ni¢ DNA
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[T. A. Brown: Genomy. PWN, 2009]




Enzymy stuzace do manipulacji DNA: polimerazy/aN ARzl BvATERIT B A

Polimeraza DNA zalezna od RNA odpowiada za odwrotng transkrypcje, czyli synteze
nici DNA na matrycy RNA (stad tez jej inna nazwa: odwrotna transkryptaza).

W warunkach naturalnych bierze udziat w cyklach replikacyjnych retrowiruséw (np.
wirusa HIV), ktorych genomy maja postaé¢ jednoniciowego RNA. Podczas infekcji
RNA wirusa podlega odwrotnej transkrypcji i jest wbudowywane w DNA gospodarza.
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Enzymy stuzace do manipulacji DNA: polimerazy/aN ARzl BvATERIT B A

Odwrotna transkrypcja ma duze znaczenie laboratoryjne, gdyz moze by¢ uzyta w
procesie tworzenia dwuniciowych kopii DNA na podstawie transkryptéow (czastek
MmRNA). Kopie te nazywa si¢ komplementarnym DNA (cDNA, complementary DNA).

Zamiana mRNA na cDNA pozwala analizowa¢ transkrypty w taki sam sposéb jak
czastki DNA. Dodatkowg zaleta jest wieksza stabilnosé cDNA w poréwnaniu z mRNA.
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Enzymy stuzace do manipulacji DNA: nukiea

Nukleazy sa enzymami, ktére degraduja (trawig) kwasy nukleinowe rozrywajac
wigzania fosfodiestrowe tgczace cukrowo-fosforanowe czesci nukleotydow:

"endonukleazy thg wigzania wewnatrz czastek;

"egzonukleazy usuwaja pojedyncze nukleotydy z koncéw czastek.
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Enzymy stuzace do manipulacji DNASnukieazyN EnAymysMestyyECyiiE)

Istnieje wiele typow nukleaz, jednak z punktu widzenia procedur laboratoryjnych
najwieksze znaczenia maja endonukleazy restrykcyjne, ktoére przecinajg obie nici
DNA tylko w bezposrednim sgsiedztwie scisle okreslonej sekwencji nukleotydow.

Roézne rodzaje enzymow restrykcyjnych wykazujg specyficznosé do odmiennych
sekwencji nukleotydow. Zwykle sg one kréotkie (od 4 do 8 nukleotyddw) i czesto maja
strukture palindromu.

Sekwencja nukleotydow rozpoznawana w
sposéb specyficzny przez nukleaze
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dziatania enzymu restrykcyjnego

[T. A. Brown: Genomy. PWN, 2009]



Enzymy stuzgce do manipulacji' DNASnukieazyEnAmyNEsuyACYINE)

W praktyce laboratoryjnej wykorzystuje sie obecnie kilkuset rodzajow endonukleaz
restrykcyjnych pochodzenia bakteryjnego.
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jego specyficznosci oraz sekwencji czastki DNA.
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Enzymy stuzace do manipulacji DNAnukieazyNenaymyMestuyECyiiE)

Przy zadanym enzymie wszystkie czastki DNA jednego rodzaju zostang pociete na
fragmenty o Scisle okreslonych ditugosciach, zaleznych od czestosci wystepowania
rozpoznawanej przez enzym sekwencji.

Czasteczki DNA o odmiennej sekwencji, bedg charakteryzowaé¢ sie innym
rozlokowaniem miejsc, do ktérych enzym wykazuje specyficznosé. W efekcie wzorce

ciecia w obu rodzajach czasteczek beda sie od siebie réznity.

Uporzadkowanie fragmentow pod wzgledem diugosci (za pomocg omawianej dalej
elektroforezy w zelu) pozwala rozrézni¢ rézne rodzaje czasteczek DNA na podstawie
wzorow ciecia przez enzymy restrykcyjne.




Enzymy stuzace do manipulacji' DNASRU

Szczegodlnie przydatne sg enzymy restrykcyjne tngce obie nici DNA w nieco innych
miejscach, powodujac ze powstate fragmenty zakonczone sg krétkimi odcinkami

jednoniciowego DNA (tzw. lepkimi koricami).
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Enzymy stuzace do manipulacji DNASnukieazyNEnaymyMeEsSuyECyiiE)

Komplementarnos¢ sekwencji lepkich koncow fragmentéow pochodzacych z tej
samej lub réznych czastek DNA powoduje, ze moga one samoistnie taczy¢ sie ze

sobg za posrednictwem wigzan wodorowych.

Rearanzacja DNA przez dzielenie i fgczenie sekwencji roznych czasteczek nazywana
jest rekombinacjg. Stanowi ona podstawe wspoétczesnej inzynierii genetyczne;j.

5 GATC 3’ 5 GGATCC 3’
3‘EID:[(:TAGIEIEH 5 3‘I L1 léCTAGé RN 5’
1 Sau3Al l BamHI

5’ S'GATC 3’ 5’ G S'%GaTcC 3’
3.mmcm> T . 3 cera o, ST &

5" pamererer '
3 T o2 T TTTTT &

CTAGG=

Rekombinowane DNA
[T. A. Brown: Genomy. PWN, 2009]




Enzymy stuzace do manipulacjii DNA:igazy

Utrwalenie potaczenia utworzonego przez lepkie konce dwéch fragmentéw wymaga
dziatania ligazy, czyli enzymu syntetyzujacego wigzania fosfodiestrowe pomiedzy
nukleotydami na koncach dwoéch czasteczek DNA.
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Wiagzania fosfodiestrowe utworzone przez ligaze

[T. A. Brown: Genomy. PWN, 2009]
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Techniki manipulacji DNA: elektroforezamw:zel

Elektroforeza w zelu pozwala rozdziela¢ obdarzone tadunkiem czastki (w tym takze

DNA) poprzez wymuszenie ich migracji w polu elektrycznym.

Interakcje z siecig przestrzenng zelu powoduja, ze szybkos¢é migracji analizowanych
czastek jest zalezna od wielkosci: krotkie tancuchy DNA swobodniej przemieszczaja
sie w zelu, dzieki czemu wedruja szybciej od dltuzszych czasteczek.

Efektem rozdziatu elektroforetycznego jest powstanie w zelu szeregu prazkoéow, z
ktorych kazdy zawiera czastki DNA o jednakowej diugosci (z pewng rozdzielczoscia,
zalezna od rodzaju zelu i zakresu diugosci rozdzielanych czasteczek).
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Techniki manipulacji DNA: elektroforezaiwizelu

W elektroforezie czastek DNA najczesciej stosuje sie dwa rodzaje zeli:

"agarozowe — do rozdziatu diugich fragmentow (niska rozdzielczosc);

" poliakrylamidowe — do rozdziatu krétkich fragmentow (wysoka rozdzielczos¢, ktora
pozwala rozrézni¢ prazki czastek réznigcych sie diugoscia o jeden nukleotyd).

1. Ustabilizowa¢ grzebien 2. Wlac rozpuszczony roztwor agarozy. 3. Usunaé grzebien, usunac zel z kuwety
w kuwecie Czekac az stezeje

4. Zanurzy¢ zel w buforze, natozy¢ probke 5. Przytozenie napiecia - DNA jest natadowane ujemnie
migruje w kierunku "+"



Techniki manipulacji' DNA: elektroforeza

Powstale w wyniku rozdziatu prazki uwidacznia si¢ przez odpowiednie wybarwianie
DNA za pomocg znacznikéw fluorescencyjnych (np. bromku etydyny, GelGreen).

Zel po kapieli w roztworze znacznika
fluorescencyjnego

- Prazki znakowanego DNA
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[T. A. Brown: Genomy. PWN, 2009]




Techniki manipulacji DNA: elektroforezaw zelNim=apyaesiig/iCyIIe)

Elektroforeza w zelu fragmentéw DNA powstalych w wyniku dziatania enzymoéw
restrykcyjnych pozwala utworzy¢ tzw. mapy restrykcyjne, na podstawie ktorych
mozliwe jest rozréznianie czasteczek DNA nawet bez znajomosci ich sekwencji.
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[http://dna-fingerprinting.wikia.com]

Do czasu upowszechnienia si¢ technik sekwencjonowania mapy restrykcyjne byty
jedng z podstawowych metod identyfikacji i porownywania czastek DNA.



Techniki manipulacji DNA: kionowanie:molekuilare

Klonowanie molekularne to procedura stuzaca do amplifikacji (zwiekszania liczby
kopii) DNA w organizmie gospodarza, najczesciej bakterii. Wymaga ona wiaczenia
wybranego fragmentu DNA do wektora, czyli czasteczki DNA posiadajacej zdolnos¢
replikacji w komoérce gospodarza (moze nim byé np. bakteryjny plazmid).

Czastka DNA z interesujacym
nas fragmentem sekwencji

|

Plazmid (wektor)

Komorka bakterii

Trawienie enzymem
restrykcyjnym

w\ /

Polaczenie przy uzyciu ligazy

I

Replikacja

Wprowadzenie do . -
komérki gospodarza Kolonia bakterii

(klon)

Zrekombinowany plazmid

[T. A. Brown: Genomy. PWN, 2009]
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Techniki manipulacji DNA: kionowanie;molekuiare

Oprécz namnozenia amplifikacji DNA klonowanie sg stosowane jest do:

"produkcja biatka o sekwencji wynikajacej z sekwencji interesujagcego nas DNA
(korzystajace przy tym mechanizmow ekspresji genéw w organizmie gospodarza);

"tworzenie bibliotek (bankéw) klonéw, czyli zbioréw klonéw, bedacych grupami
komérek zawierajacych rézne zrekombinowane plazmidy. Utworzenie biblioteki
klonéw przechowujacych fragmenty genomu organizmu jest etapem wstepnym do
jego sekwencjonowania.

Plazmidy L Rézne fragmenty DNA

Tworzenie zrekombinowanych plazmidéw_| R T y\

OO0

Kazda kolonia (klon) zawiera kopie innego rodzaju
zrekombinowanego plazmidu

[T. A. Brown: Genomy. PWN, 2009]




Techniki manipulacji DNA: reakcja fancuchowanol ey

Reakcja tarficuchowa polimerazy (PCR - Polymerase Chain Reaction) jest technika
amplifikacji wybranego fragmentu DNA, ktérej przeprowadzenie wymaga:

"czastki DNA, ktorej wybrany fragment bedzie matryca do syntezy nowych kopii;
"termostabilnej polimerazy DNA, np. z bakterii Thermus aquaticus (Taq);

"pary starteréw (primeréw) oligonukleotydowych, czyli dwéch krétkich odcinkéw
jednoniciowego DNA o sekwencjach komplementarnych do rejonéw otaczajacych

powielany obszar;

Powielany obszar Reverse primer
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3'

"substratow reakcji, czyli czterech rodzajow trifosforanéw deoksyrybonukleotydow:
dATP, dGTP, dCTP, dTTP;

"termocyklera pozwalajgcego kontrolowac i cyklicznie zmienié¢ temperature, w jakiej
zachodza poszczegodlne etapy PCR.



Techniki manipulacji DNA: reakcja fancuchowWanoliinelczy,

Powielanie nastepuje w cyklach, skiadajgcych si¢ trzech kolejnych faz: denaturacji
DNA (w temperaturze 94° C), dotaczenia starteréw (temp. = 50° C) oraz elongaciji,
czyli syntezy nowych nici DNA przez polimeraze (temp. 72° C).

A

Denaturacja DNA
(94°C)

temperatura

Elongacja
(72°C)

Dolaczenie starterow
(50-65°C)

czas

Powielany obszar




Techniki manipulacji DNA: reakcja fancuchowWanoliinelczy,

Powielanie nastepuje w cyklach, skiadajgcych si¢ trzech kolejnych faz: denaturacji
DNA (w temperaturze 94° C), dotaczenia starteréw (temp. = 50° C) oraz elongaciji,
czyli syntezy nowych nici DNA przez polimeraze (temp. 72° C).

A

Denaturacja DNA
(94°C)

temperatura

Elongacja
(72°C)

Dolgczenie starteréw
(50-65°C)

czas
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Techniki manipulacji DNA: reakcja fancuchowWanoliinelczy,

Powielanie nastepuje w cyklach, skiadajgcych si¢ trzech kolejnych faz: denaturacji
DNA (w temperaturze 94° C), dotaczenia starteréw (temp. = 50° C) oraz elongaciji,
czyli syntezy nowych nici DNA przez polimeraze (temp. 72° C).

A

Denaturacja DNA
(94°C)

temperatura

Elongacja
(72°C)

Dolaczenie starteréw
(50-65°C)
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Techniki manipulacji DNA: reakcja fancuchowWanoliinelczy,

Powielanie nastepuje w cyklach, skiadajgcych si¢ trzech kolejnych faz: denaturacji
DNA (w temperaturze 94° C), dotaczenia starteréw (temp. = 50° C) oraz elongaciji,
czyli syntezy nowych nici DNA przez polimeraze (temp. 72° C).

A

Denaturacja DNA
(94°C)

temperatura

Elongacja
(72°C)

Dolgczenie starteréw
(50-65°C)

czas

Polimeraza Taq

| Polimeraza Taq
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Techniki manipulacji DNA: reakcja fancuchowWanoliinelczy,

Powielanie nastepuje w cyklach, skiadajgcych si¢ trzech kolejnych faz: denaturacji
DNA (w temperaturze 94° C), dotaczenia starteréw (temp. = 50° C) oraz elongaciji,
czyli syntezy nowych nici DNA przez polimeraze (temp. 72° C).

A

Denaturacja DNA
(94°C)

temperatura

Elongacja
(72°C)

Dolgczenie starteréw
(50-65°C)

czas




Techniki manipulacji DNA: reakcja fancuchowanol ey

Cykle PCR sa powtarzane wielokrotnie. W trzecim cyklu powstaja krétkie produkty
reakcji, czyli dokiadne kopie interesujgcego nas fragmentu DNA wraz ze starterami,
ktore w kolejnych cyklach beda powielane wyktadniczo.

Amplifikowana sekwencja
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[T. A. Brown: Genomy. PWN, 2009]




Techniki manipulacji DNA: reakcja fancuchowWanoliinelczy,

W przypadku krétkich produktéw kazda z nici jest matrycg do syntezy identycznej
czastki w kolejnym cyklu. Stad tez teoretycznie po N cyklach liczba ich kopii bedzie
rowna 2" (np. po 30 cyklach otrzymuje si¢ ponad miliard kopii czasteczki).

W praktyce, po poczatkowej fazie wyktadniczej efektywnos¢ powielania spada (faza
liniowa), az wreszcie reakcja wygasa z powodu braku substratéw (faza plateau).

log:(liczba kopii)

liczba cykli



Techniki manipulacji DNA: reakcja fancuchowWanoliinelczy,

Podstawowym celem PCR jest amplifikacja DNA, jednak moze by¢ ona rowniez uzyta

do detekcji konkretnego rodzaju czgstek DNA, gdyz wyktadnicze powielane nastapi
tylko gdy obie nici DNA zawieraja sekwencje komplementarne wobec pary starteréw.

Brak miejsc komplementarnych wobec starteréow — brak powielania

5 3
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Startery komplementarne tylko do pojedynczej nici — brak powielania wyktadniczego
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Startery komplementarne do obu nici — powielanie wyktadnicze

5 3

[T. A. Brown: Genomy. PWN, 2009]
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Ta cecha PCR jest wykorzystywana m. in. w diagnostyce medycznej (do identyfikacji
patogenéw bakteryjnych lub wirusowych oraz przy badaniu mutacji) i kryminalistyce
(do detekciji i identyfikacji DNA w materiale biologicznym z miejsca zbrodni).



Techniki manipulacji DNA: reakcja fancuchowWanoliinelczy,

Kluczowe znaczenie dla przebiegu PCR ma wlasciwy dobér syntetycznych starteréw
oligonukleotydowych, ktérych zadaniem jest ograniczenie z obu stron fragmentu
powielanej sekwencji DNA.

Podczas projektowania starterow nalezy uwzglednia¢ nastepujace czynniki:

"dlugos¢ w zakresie 18 — 30 nukleotydow;

"specyficznos¢ wobec powielanej sekwencji;

"temperatura topnienia (rozdzielania si¢ pasm DNA) w zakresie 50 — 60°C;
"procentowy udziat guanin i cytozyn (tzw. GC content) w zakresie 45 — 55%;
"wystepowanie guaniny lub cytozyny blisko konca 3' (tzw. GC clamp);

"brak skionnosci do tworzenia struktur przestrzennych (np. ,,spinki do wtoséw”);

"brak hybrydyzacji pomiedzy starterami.



Uczenie maszynowe w bioinformatyce

Wyktad 3: genomika (sekwencjonowanie DNA)

Tymon Rubel

Zaktad Elektroniki Jadrowej i Medycznej
Instytut Radioelektroniki i Technik Multimedialnych PW




Sekwencjonowanie DNA: metoda terminacjis

Sekwencjonowanie czastki DNA to ustalanie kolejnosci tworzacych ja nukleotydow.

Klasyczng technikg sekwencjonowania jest metoda terminacji taricucha (nazywana
rowniez metodg Sangera, od nazwiska jej tworcy). W pojedynczej reakcji dostarcza
ona informacji o sekwenciji 500-700 nukleotydéw z doktadnoscia 99,9%.

Metoda ta znalazia szerokie zastosowanie nie tylko w biologii molekularnej, ale takze
w medycynie i kryminalistyce. Umozliwita rdwniez przeprowadzenie Human Genome
Project (HGP), w ktéremu ustalona zostata sekwencja ludzkiego genomu (w roku
2000 opublikowano wstepng wersje, sukcesywnie uzupetniang w kolejnych latach).




Sekwencjonowanie DNA: metoda termin

ACHE

(ﬁ

Metoda terminacji tancucha ma wiele wariantéw. Zamieszczony ponizej opis dotyczy
jednego z nich: sekwencjonowania cyklicznego ze znacznikami fluorescencyjnymi.

Przebieg sekwencjonowania cyklicznego jest podobny do PCR:
"polega na syntezie nici DNA komplementarnej do nici matrycowej;

"synteza jest katalizowana przez polimeraze DNA w obecnosci duzej ilosci czterech
rodzajow trifosforanow deoksyrybonukleotydow (dATP, dGTP, dCTP, dTTP);

"odbywa sie w cyklach ztozonych z faz denaturacji, dotgczenia starteréw i elongacji.

Réznicami wobec PCR s3:

"uzycie pojedynczego startera — oznacza to, ze kopiowana jest tylko pojedyncza nié
DNA, czyli produkty reakcji akumulujg sie w sposéb liniowy, a nie wykiadniczy;

"wprowadzenie do reakcji niewielkiej ilosci czterech rodzajow trifosforanow
dideoksyrybonukleotydow (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) wyznakowanych
czterema réznymi znacznikami fluorescencyjnymi.



Sekwencjonowanie DNA: metoda terminacjidancuchia

W takcie elongacji polimeraza nie odréznia nukleotydéw deoksy od dideoksy, jednak
wiaczenie do nici DNA jednego z tych drugich uniemozliwia jej dalsze wydtuzanie. W
efekcie synteza konczy sie szybciej niz w przypadku PCR a jej produkty zawierajg
wyznakowane nukleotydy na ostatniej pozycji.

FEEER e RERERE

-\ &

51

HY VH
O H s
' :
O—P—0—CH %
5 ? & | Deoksynukleotydy
o g
HH HH E
O H :
| =
O—R—0—CH, z
0 o 5
H H H
H H 5
O H *
| ",
O—R—0—CH,
© o .
N s+ | Dideoksynukleotyd
H H
X —

P PR R A CCAEREEL
Gl|AllA][T]




Sekwencjonowanie DNA: metoda terming

W rezultacie powtarzania cykli denaturacji, przytaczania starterow i syntezy DNA
powstaje duza pula czgsteczek o réznej ditugosci, z ktérych kazda zakornczona jest
znakowanym dideoksynukleotydem pozwalajacym okresli¢é nukleotyd wystepujacy
na odpowiadajgcej mu pozycji w sekwencji nici stanowigcej matryce.

Sekwencjonowane DNA BREEEEREEEEE I EE T ddA
T
Starter i |||||(|h|j{i||||||||| —— 7Y
T
® | AEEANESEEEETES e AT
, 3’ Ll | 1 T e
:,”lilllllllllllli.llll z > A —>
Kolejne cykle denaturaciji RERERRRRRRNUNRRRRANN
termicznej, przytaczania c
starterow i syntezy DNA A Ll il ———
c
IllFllllIlddc
[T. A. Brown: Genomy. PWN, 2009] TR R TN ddC

Ustalenie kolejnosci nukleotydéw w badanym DNA sprowadza si¢ do identyfikacji
dideoksynukleotydoéw znajdujacych si¢ na koncach produktéw sekwencjonowania
cyklicznego. Wymaga to wyodrebnienia grup czastek o jednakowych dtugosciach
(czyli takich, ktorych synteza zostata przerwana na tej samej pozycji tancucha).



Sekwencjonowanie DNA: metodaterminac)idancuct

Rozdzial czasteczek ze wzgledu na ich dlugos¢ odbywa sie za pomoca elektroforezy
kapilarnej w zelu poliakrylamidowym. Metoda ta ma wystarczajaca rozdzielczosé,
aby rozdzieli¢ czastki DNA réznigce ditugoscia sie o jeden nukleotyd.

Po rozdziale nastepuje detekcja fluorescencji znacznikéw w kolejnych prazkach zelu,
a zarejestrowane sygnaty sa podstawe dla identyfikacji sekwencji czastki. Okreslenie
nukleotydow na kazdej z pozycji (tzw. base calling) odbywa sie poprzez detekcje
pikow w chromatogramach fluorescencji znacznikow.

s==cddA — A T
s ddC C G
ddA —— A T
=== cdA — A T
- Detekcja | — Base calling =9 . —P
— G C
— e dd A — A T
e cld C C G
ddT — T A

Czastki po elektroforezie Chromatogramy fluorescencji Odczytana sekwencja




Pojedynczy pomiar dostarcza informacji sekwencjach o ditugosci do 1000 par zasad.

Dluzsze fragmenty mozna sekwencjonowaé¢ z dwéch stron (méwi si¢ wtedy o parze
odczytanych koncéw). Uzywa sie¢ w tym celu pary starterow uniwersalnych,
komplementarnych wobec DNA wektora do klonowania otaczajacego
sekwencjonowany fragment.

Starter uniwersalny

51-; ] 3‘

; k — oy

DNA wektora DNA wektora

3"

Mozliwe jest réwniez sekwencjonowanie kolejnych odcinkéw DNA przy uzyciu
starteréw wewnetrznych, tworzonych na podstawie wczesniejszych odczytow.

Starter wewnetrzny

3" 5

W praktyce sekwencjonowanie dtugich czastek DNA odbywa sie po uprzednim
podzieleniu ich na krétsze odcinki. Wigze si¢ to z koniecznoscig poézniejszego
sktadania petnej sekwencji na podstawie odczytéw pochodzacych z fragmentow.



Sekwencjonowanie DNA: metoda termi

W rzeczywistych sytuacjach mozna oczekiwa¢ pewnej liczby blednie odczytanych
pozycji w sekwencjach. Wynikajag on m. in. ze skonczonej rozdzielczosci rozdziatu
elektroforetycznego (szczegodlnie na poczatku i koncu sekwencji), ograniczen
detektora i wystepowania ,,przestuchéw” (crosstalk) pomiedzy znacznikami.

i Chromatograra editor - -prmerFd used seq 4.abl
R SalwasprimerF+ (NI G NNN ACGCACTCCCAAGGACCGACTCAAGAT
Ruler (x10) - 3 4
4
Manual sequence cleaning
: [ Use rainbow o
OPre'.l Next Previous SNP|| Mext SHP
Hesp cursor o

20 42 |53 2,3 45
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CCCAA G G

\ H «

Rl T

)
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Jednak ciggly rozwéj samej aparatury pomiarowej, jak i odczynnikédw chemicznych
spowodowat, ze nowoczesne sekwenatory Sangera charakteryzujg sie¢ poziomem
btedu nie wiekszym niz 102 %. W efekcie metoda terminacji tancucha jest wciaz
najdoktadniejszym z dostepnych sposobéw sekwencjonowania.



Sekwencjonowanie DNA: technikitNGS

Metoda terminacji tancucha — od momentu jej wprowadzenia pod koniec lat 70. XX w.
do potowy poprzedniej dekady — byta podstawowg technikg sekwencjonowania DNA

| w ogromnym stopniu przyczynita si¢ ona do rozwoju genomiki.

Pomimo swoich zalet jest to jednak metoda droga i powolna, dlatego tez w ostatnich
latach obserwuje sie gwaltowny rozwéj technik o wiekszej wydajnosci, czesto
okreslanych ogoélng nazwa sekwencjonowania drugiej (lub nastepnej) generacji

(NGS - Next Generation Sequencing).

Solexa (lllumina)

454 sequencing (Roche)




Sekwencjonowanie DNA: technikitNGS

W ogolnosci metody NGS opieraja si¢ na uzyciu polimerazy do syntezy nici
komplementarnej wobec sekwencjonowanego fragmentu DNA, ale technologie
stosowane przez poszczegolnych producentdow moga znaczaco roézni¢ sie
szczegotami tego procesu.

Techniki NGS posiadaja jednak pewne cechy wspdlne, wyraznie odrézniajace je od
klasycznego sekwencjonowania metoda terminacji tancucha:

"reakcje odbywajg sie réwnolegle dla bardzo duzej liczby (wielu milionéw, a nawet
miliardéw) réznych fragmentéw DNA;

"w pojedynczej reakcji sekwencjonowane sg krétkie odcinki DNA, o diugosci od
kilkudziesieciu do kilkuset par zasad. Oznacza to, ze zawsze konieczna jest
fragmentacja DNA i pézniejsze skitadanie petnej sekwencji na podstawie zbioru
osobnych odczytow;

"bezposrednie dane pomiarowe charakteryzujg sie duzg ztozonos$cig i znacznymi,
dochodzacymi do terabajtow rozmiarami, a uzyskanie na ich podstawie sekwencji
wymaga wieloetapowego procesu przetwarzania.



Sekwencjonowanie DNA: techniki NGS

Przyktadowe techniki NGS Technika Sangera

Roche 454 GS FLX lllumina HiSeq 2000

Sequencing mechanism Pyrosequencing Sequencing by synthesis

Read length C<.700bp D

Accuracy 99.9 98.0% 99.999%
Reads 1M \ / 3G —
Output data/run 0.7Gb \ /600Gb 1.9~84Kb
Time/run 24 Hours \ /3~1O Days 20Mins~3Hours
Cost/million bases $10  \ / s0.07 $2400

\/

W pojedynczej reakcji sekwencjonowane
s3 jedynie krétkie odcinki DNA.




Sekwencjonowanie DNA: techniki NGS

Przyktadowe techniki NGS

Technika Sangera

Roche 454 GS FLX

lllumina HiSeq 2000

Sequencing mechanism

Pyrosequencing

Sequencing by synthesis

Read length < 700bp 50-101bp < 900bp
Accuracy 99.9% 98.0% 99.999%
Reads C1M ) CSG) C— )
Output data/run 07& m 1.9~84Kb
Time/run 24 Hours\ 3/10 Days 20Mins~3Hours
Cost/million bases $10 N\ / $0.07 $2400

N/

Jednoczesnie wykonywanych jest wiele

(miliony, a nawet miliardy) reakciji.




Sekwencjonowanie DNA: techniki NGS

Przyktadowe techniki NGS Technika Sangera

Roche 454 GS FLX = Illlumina HiSeq 2000
Sequencing mechanism Pyrosequencing Sequencing by synthesis \
Read length < 700bp 50-101bp < 900bp
Accuracy 99.9% 98.0% 99.999%
Reads 1M 3G —
Output data/run 0.7Gb 600Gb 1.9~84Kb
Time/run /24 Hours /"3~10 Day3\ ~20Mins~3Hours
Cost/million bases $10 $0.07 N 52400 _~

Koszt w przeliczeniu na liczbe odczytow
jest znaczaco nizszy. Ta sama uwaga
dotyczy czasu pomiaru.




Sekwencjonowanie DNA: techniki NGS

Przyktadowe techniki NGS Technika Sangera

Roche 454 GS FLX = Illlumina HiSeq 2000
Sequencing mechanism Pyrosequencing Sequencing by synthesis \
Read length < 700bp 50-101bp < 900bp
Accuracy C99.9% D C98.0% D C99.999% D
Reads 1 G —
Output data/run O.7Gb\ }ﬁ)OGb 1.9~84Kb
Time/run 24 Hours\ /~1O Days 20Mins~3Hours
Cost/million bases $10 '\ /  $0.07 $2400

\/

Obecnie poziom btedu jest wiekszy niz w
przypadku sekwencjonowania Sangera.




Sekwencjonowanie DNA: techniki NGS

Przyktadowe techniki NGS Technika Sangera

Roche 454 GS FLX = Illlumina HiSeq 2000
Sequencing mechanism Pyrosequencing Sequencing by synthesis \
Read length < 700bp 50-101bp < 900bp
Accuracy 99.9% 98.0% 99.999%
Reads 1M 3G —
Output data/run @7Gb D) C_600Gb @84@
Time/run 24 Howgs 3~10 Days 20Mins~3Hours
Cost/million bases $10 N\ //$0.07 $2400

N/

Bezposrednie dane pomiarowe cechuja
sie duzymi rozmiarami i ztozonoscia.




Sekwencjonowanie DNA: techniki NGS

Personal
Genome

). Craig
Venter

James D.
Watson

Yoruban
male
(NA18507)

Han
Chinese
male

Korean
male (AK1)

Korean
male (SJK)

Yoruban
male
(NA18507)

StephenR.
Quake

AML
fermale

AMLmale
JamesR.

Lupski
CMT male

Platform

Genomic
template
libraries

MP from
BACs, fosmids
& plasmids

Frag: 500 bp

93% MP: 200 bp
7% MP: 1.8 kb
66% Frag:
150-250bp

34% MP: 135 bp
&440bp

21%Frag: 130bp &
440 bp

79% MP: 130 bp,
390bp &2.7kb

MP: 100 bp,
200bp &300bp

9% Frag:
100-500 bp

91% MP:
600-3,500 bp

Frag: 100-500 bp

Frag: 150-200 bp*
Frag: 150-200 bp®
MP: 200-250 bp*
MP: 200-250 bp%

16% Frag:
100-500bp

84% MP:
600-3,500 bp

No. of
reads
(millions)

319

93.2*

3.410*
271

1,921%

1,029

393+

1,156

1,647*

211

2,075%

2,725¢%

2,730+
1,081+
1,620%+
1,351+%
238*

1,211%

Read
length
(bases)

800

2508

35
35

35

35

36
36,88,
106
35,74
50
25,50

32

32
35
35
50
35

25,50

Base
coverage
(fold)

15

714

40.6

36

27.8

29.0

17.9

28

327
13.9
233
213
296

Assembly Genome SNVsin
coverage millions

De novo

Aligned*

Aligned*

Aligned*

Aligned*

Aligned*

Aligned*

Aligned*

Aligned*

Aligned*

Aligned*

(Y%)*

N/A

g5l

99.9

99.9

993

99.9

98.6

a0

91
83
98.5
97.4
993

(alignment
tool)

3.21

3.32 (BLAT)

3.83 (MAQ)
4.14 (ELAND)

3.07 (SOAP)

3.45 (GSNAP)

3.44 (MAQ)

3.87
(Corona-lite)

2.81
(IndexDP)

3.81% (MAQ)
2,925 (MAQ)
3.46% (MAQ)
3.45% (MAQ)

342
(Corona-lite)

No. of
runs

>340,000

234

35

30

15

9.5

98
34
16.5
131

[Michael L. Metzker: Sequencing technologies — the next generation. Nature Reviews Genetics,2010, 11, pp. 31-46.]

Estimated
cost

(US$)

70,000,000

1,000,000"

250,0007

500,000

200,0007

250,000™

60,000™**

48,0007

1,600,000

500,000

75,000%M



Sekwencjonowanie DNA: techniki NGS(Illumirna)

Jedna z najpowszechniej wykorzystywanych technik sekwencjonowania NG jest ta
opracowana przez firme¢ Solexa (obecnie lllumina). Pozwala ona okresli¢ sekwencje
odcinkéw o diugosci 50-100 bp z jednego lub obu koncéw badanej czastki.

Przed rozpoczeciem sekwencjonowania czastki DNA s3 fragmentowane za pomoca
ultradzwiekéw, a powstate fragmenty sg denaturowane i wigzane jednym koncem z
powierzchnig specjalnie przygotowanej celki (flow-cell). Po zwigzaniu poddawane s
one procesowi amplifikacji na podtozu, w wyniku ktérego powstaje okoto 1000 kopii
kazdego z fragmentow. Kopie te tworza obszary zwane klastrami (clusters). W
ramach tego samego klastra fragmenty DNA majgq takie same sekwencje, natomiast
w réznych klastrach znajdujq sie czastki o roznych sekwencjach.

Flow-cell
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Sekwencjonowanie DNA: techniki NGSH{lIumin
Opisane powyzej cykle pomiarowe wykonywane sg réwnolegle dla wszystkich

sekwencji z kazdego klastra, co pozwala na jednoczesne sekwencjonowanie nawet
wielu milionéw fragmentéw DNA.

16 1
||i f.!;ﬂ | I:i:.";_,::

A gl
il N 1l
i




Sekwencjonowanie DNA: techniki NGSX(llluming)

W procesie sekwencjonowania biorg udziat: polimeraza DNA oraz deoksynukleotydy
potaczone ze znacznikami fluorescencyjnymi, w taki sposéb aby kazdej ,literze
alfabetu” (A, C, G, T) odpowiadat znacznik o innej dlugosci fali emitowanego swiatta.

Wszystkie biorgce udziat w reakcji nukleotydy sga zmodyfikowane chemicznie, tak
aby blokowaty wydtuzanie syntetyzowanej nici. Jednak w odréznieniu od metody
terminacji tancucha, w tym przypadku modyfikacja ta moze zosta¢ usunieta.

Reakcja zaczyna sie od przytaczenia starteréw, po ktéorym nastepuja kolejne cykle,
ztozone z nastepujacych krokow:

b4 Starter

"wprowadzenie do roztworu znakowanych nukleotydéw — jeden
z nich (komplementarny wobec pierwszego niesparowanego
nukleotydu matrycy) zostanie dotagczony do syntezowanej nici,
jednoczesnie blokujgc mozliwos¢ jej dalszego wydtuzania;

"wzbudzenie znacznika fluorescencyjnego swiattem lasera i
rejestracja pochodzacego od niego sygnatu; ”
"usuniecie znacznika i modyfikacji terminujgcej, co umozliwia
rozpoczecie nowego cyklu.



Sekwencjonowanie DNA: techniki NGS(Illumirna)

W procesie sekwencjonowania biorg udziat: polimeraza DNA oraz deoksynukleotydy
potaczone ze znacznikami fluorescencyjnymi, w taki sposéb aby kazdej ,literze
alfabetu” (A, C, G, T) odpowiadat znacznik o innej dtugosci fali emitowanego swiatta.

Wszystkie biorgce udziat w reakcji nukleotydy sa zmodyfikowane chemicznie, tak
aby blokowaty wydtuzanie syntetyzowanej nici. Jednak w odréznieniu od metody
terminacji tancucha, w tym przypadku modyfikacja ta moze zosta¢ usunieta.

Reakcja zaczyna sie od przytaczenia starteréw, po ktéorym nastepuja kolejne cykle,
ztozone z nastepujacych krokow:

"wprowadzenie do roztworu znakowanych nukleotydéw — jeden
z nich (komplementarny wobec pierwszego niesparowanedo
nukleotydu matrycy) zostanie dotaczony do syntezowanej nici, 9

jednoczesnie blokujac mozliwos¢ jej dalszego wydtuzania; o] 9
"wzbudzenie znacznika fluorescencyjnego swiattem lasera i
rejestracja pochodzacego od niego sygnatu;
Cykl 1

"usuniecie znacznika i modyfikacji terminujgcej, co umozliwia
rozpoczecie nowego cyklu.



Sekwencjonowanie DNA: techniki NGS(Illumirna)

W procesie sekwencjonowania biorg udziat: polimeraza DNA oraz deoksynukleotydy
potaczone ze znacznikami fluorescencyjnymi, w taki sposéb aby kazdej ,literze
alfabetu” (A, C, G, T) odpowiadat znacznik o innej dtugosci fali emitowanego swiatta.

Wszystkie biorgce udziat w reakcji nukleotydy sa zmodyfikowane chemicznie, tak
aby blokowaty wydtuzanie syntetyzowanej nici. Jednak w odréznieniu od metody
terminacji tancucha, w tym przypadku modyfikacja ta moze zosta¢ usunieta.

Reakcja zaczyna sie od przytaczenia starteréw, po ktéorym nastepuja kolejne cykle,
ztozone z nastepujacych krokow:

8T
"wprowadzenie do roztworu znakowanych nukleotydéw — jeden

z nich (komplementarny wobec pierwszego niesparowanego
nukleotydu matrycy) zostanie dotagczony do syntezowanej nici, '
jednoczesnie blokujgc mozliwos¢ jej dalszego wydtuzania;

"wzbudzenie znacznika fluorescencyjnego Swiatiem lasera |
reiestraci hodz ni natu:

Cykl 1

"usuniecie znacznika i modyfikacji terminujgcej, co umozliwia
rozpoczecie nowego cyklu.



Sekwencjonowanie DNA: techniki NGS(Illumirna)

W procesie sekwencjonowania biorg udziat: polimeraza DNA oraz deoksynukleotydy
potaczone ze znacznikami fluorescencyjnymi, w taki sposéb aby kazdej ,literze
alfabetu” (A, C, G, T) odpowiadat znacznik o innej dlugosci fali emitowanego swiatta.

Wszystkie biorgce udziat w reakcji nukleotydy sga zmodyfikowane chemicznie, tak
aby blokowaty wydtuzanie syntetyzowanej nici. Jednak w odréznieniu od metody
terminacji tancucha, w tym przypadku modyfikacja ta moze zosta¢ usunieta.

Reakcja zaczyna sie od przytaczenia starteréw, po ktéorym nastepuja kolejne cykle,
ztozone z nastepujacych krokow:

8T
"wprowadzenie do roztworu znakowanych nukleotydéw — jeden

z nich (komplementarny wobec pierwszego niesparowanego
nukleotydu matrycy) zostanie dotagczony do syntezowanej nici,
jednoczesnie blokujgc mozliwos¢ jej dalszego wydtuzania; o

"wzbudzenie znacznika fluorescencyjnego swiattem lasera i
rejestracja pochodzacego od niego sygnatu; “

Cykl 1

rozpoczecie nowedgo cyklu,



Sekwencjonowanie DNA: techniki NGS(Illumirna)

W procesie sekwencjonowania biorg udziat: polimeraza DNA oraz deoksynukleotydy
potaczone ze znacznikami fluorescencyjnymi, w taki sposéb aby kazdej ,literze
alfabetu” (A, C, G, T) odpowiadat znacznik o innej dtugosci fali emitowanego swiatta.

Wszystkie biorgce udziat w reakcji nukleotydy sa zmodyfikowane chemicznie, tak
aby blokowaty wydtuzanie syntetyzowanej nici. Jednak w odréznieniu od metody
terminacji tancucha, w tym przypadku modyfikacja ta moze zosta¢ usunieta.

Reakcja zaczyna sie od przytaczenia starteréw, po ktéorym nastepuja kolejne cykle,
ztozone z nastepujacych krokow:
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"wprowadzenie do roztworu znakowanych nukleotydéw — jeden

z nich (komplementarny w ierwsz ni rowan 8

nukleo:ydu matrycy) zostanle dmczony do syntezowane| nici,
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"wzbudzenie znacznika fluorescencyjnego swiattem lasera i
rejestracja pochodzacego od niego sygnatu;

Cykl 2

"usuniecie znacznika i modyfikacji terminujgcej, co umozliwia
rozpoczecie nowego cyklu.



Sekwencjonowanie DNA: techniki NGS(Illumirna)

W procesie sekwencjonowania biorg udziat: polimeraza DNA oraz deoksynukleotydy
potaczone ze znacznikami fluorescencyjnymi, w taki sposéb aby kazdej ,literze
alfabetu” (A, C, G, T) odpowiadat znacznik o innej dtugosci fali emitowanego swiatta.

Wszystkie biorgce udziat w reakcji nukleotydy sa zmodyfikowane chemicznie, tak
aby blokowaty wydtuzanie syntetyzowanej nici. Jednak w odréznieniu od metody
terminacji tancucha, w tym przypadku modyfikacja ta moze zosta¢ usunieta.

Reakcja zaczyna sie od przytaczenia starteréw, po ktéorym nastepuja kolejne cykle,
ztozone z nastepujacych krokow:

T

"wprowadzenie do roztworu znakowanych nukleotydéw — jeden G

z nich (komplementarny wobec pierwszego niesparowanego
nukleotydu matrycy) zostanie dotagczony do syntezowanej nici,
jednoczesnie blokujgc mozliwos¢ jej dalszego wydtuzania;
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"wzbudzenie znacznika fluorescencyjnego Swiatiem lasera |
reiestraci hodz ni natu:

"usuniecie znacznika i modyfikacji terminujgcej, co umozliwia
rozpoczecie nowego cyklu.



Sekwencjonowanie DNA: techniki NGS(Illumirna)

W procesie sekwencjonowania biorg udziat: polimeraza DNA oraz deoksynukleotydy
potaczone ze znacznikami fluorescencyjnymi, w taki sposéb aby kazdej ,literze
alfabetu” (A, C, G, T) odpowiadat znacznik o innej dlugosci fali emitowanego swiatta.

Wszystkie biorgce udziat w reakcji nukleotydy sga zmodyfikowane chemicznie, tak
aby blokowaty wydtuzanie syntetyzowanej nici. Jednak w odréznieniu od metody
terminacji tancucha, w tym przypadku modyfikacja ta moze zosta¢ usunieta.

Reakcja zaczyna sie od przytaczenia starteréw, po ktéorym nastepuja kolejne cykle,
ztozone z nastepujacych krokow:
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"wprowadzenie do roztworu znakowanych nukleotydéw — jeden G

z nich (komplementarny wobec pierwszego niesparowanego
nukleotydu matrycy) zostanie dotagczony do syntezowanej nici,
jednoczesnie blokujac mozliwos¢ jej dalszego wydtuzania; Q

"wzbudzenie znacznika fluorescencyjnego swiattem lasera i
rejestracja pochodzacego od niego sygnatu;
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rozpoczecie nowedgo cyklu,



Sekwencjonowanie DNA: techniki NGS(Illumirna)

Bezposrednie dane pomiarowe maja postac¢ serii obrazéw, zarejestrowanych przez
kamere po kolejnych cyklach dodawania nukleotydéw. Base calling, czyli okreslanie
sekwencji nukleotydow czastek DNA znajdujacych sie w poszczegolnych klastrach
wymaga detekcji odpowiadajgcych im pikseli i rozpoznania rodzaju znacznika.
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Sekwencjonowanie DNA: technikiitNGSH(piros

KWENGC] CRIGMWAIIIE)

W pirosekwencjonowaniu (uzywanym w urzadzeniach firmy 454 Life Sciences,
obecnie Roche) fragmenty DNA sa w pierwszej kolejnosci amplifikowane w procesie
zwanym emulsyjnym PCR (Emulsion PCR - emPCR), a nastepnie unieruchamiane na

powierzchni odpowiednio przygotowanej ptytki.
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Sekwencjonowanie DNA: technikiiNGSH(piroSekWERCIBROWAIIE)

Sekwencjonowanie opiera sie na detekcji pirofosforanu (PPi — czastka ziozona z
dwoéch grup fosforanowych) uwalnianego podczas przylagczania przez polimeraze
kolejnego deoksynukleotydu do syntetyzowanej nici DNA.

Uwolnienie pirofosforanu wykrywane jest po jego konwersji na btysk sSwietiny,
generowany w wyniku dziatania dwoch enzymoéw: sulfurylazy ATP (zamienia PPi na
ATP) i lucyferazy (konwertuje ATP na blysk swiatta widzialnego).

- DNA ; lucyferyna oksolucyferyna
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Sekwencjonowanie DNA: techniki NGSHpiioSekWenCjeHoWAIRIE)

Proces sekwencjonowania odbywa sie w cyklach, z ktérych kazdy sktada sie z
czterech faz: w kazdej z faz do reakcji wprowadzany jest jeden z czterech rodzajow
deoksynukleotydéw (jednoczesnie usuwany jest nukleotyd z poprzedniej fazy).

O rodzaju deoksynukleotydu dotagczonego przez polimeraze do nici DNA mozna
wnioskowa¢ na podstawie fazy cyklu, w ktérej nastapit btysk. Liczbe wiaczonych
nukleotydow (czyli liczbe kolejnych pozycji w sekwenciji, na ktéorych dany nukleotyd
wystepuje) okresla intensywnos¢ blysku.

Btyski z kazdego obszaru ptytki w kolejnych cyklach s3 rejestrowane przez kamere, a
nastepnie zamieniane na wykresy (pirogramy), na podstawie ktéorych mozliwe jest
wyznaczenie sekwencji.
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Sekwencjonowanie DNA: techniki NGS(lonjorrent)

Ogodlny schemat sekwencjonowania w urzadzeniach firmy lonTorrent jest podobny,
do tego uzywanego w przedstawionym wczesniej pirosekwencjonowaniu:

"fragmenty DNA sa amplifikowane i unieruchamiane w dotkach wytworzonych w
krzemowym podtozu plytki;

*sekwencjonowanie odbywa sie w cyklach, ktérych kolejne cztery fazy odpowiadaja
wprowadzeniu do reakcji roznych rodzajow deoksynukleotydow;

"podstawowq roznica jest fakt, ze przytgczenie DNA kolejnych deoksynukleotydéw
(jednego lub kilku kolejnych) jest wykrywane na podstawie uwolnienia jonu (lub
kilku jonéw) wodoru H*. Detekcji podlegaja sygnaty elektryczne generowane w
czujnikach ISFET na skutek pojawienia sie w dotkach ptytki natadowanych jonow.
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