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REWOLUCJA

Mato ktéra technologia tak odmienita oblicze biologii
jak sekwencjonowanie - czyli odczytywanie z fragmentu
DNA kolejnych par zasad, ktére tworzg nasz genom.

January Weiner

Berlin Institute of Health at Charité
— Universitatsmedizin Berlin

ierwsze dwa ludzkie genomy zsekwencjonowa-

no ponad 20 lat temu, do dzis$ odczytano kolej-
ne, nalezgce do kilkuset tysiecy réznych osob. Rzecz
w tym, Ze nasze geny wystepujg w wielu wariantach
(w genetyce nazywanych allelami) i kazdy z nas ma ich
unikatowy zestaw. W sekwencjonowaniu kolejnych
ludzkich genomoéw chodzi nie tylko o naukowe wy-
jasnienie r6znic miedzy ludzmi, pochodzenia naszych
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cech wspolnych, tego, jakie geny kodujg nasz wzrost,
a jakie inteligencje - lecz takze o zastosowania bio-
medyczne, czyli poznawanie genetycznego podloza
wielu schorzen. Ma to zastosowanie zaréwno w dia-
gnostyce, jak i poszukiwaniu nowych metod lecze-
nia. Sekwencjonowanie genomu niesie tez nadzieje
na rozwiniecie medycyny spersonalizowanej, w ktorej
leczenie jest dostosowane do organizmu pacjentow,
w tym ich genomu.

Sekwencjonowanie ma jednak o wiele wiecej za-
stosowan niz tylko odczytanie DNA. Oprocz alleli,
ktore odziedziczylismy po rodzicach, i nowych mu-
tacji, ktore posiadajg wszystkie nasze komorki, w na-
szych organizmach ciagle powstaja nowe warianty
DNA. Po pierwsze, wystepujaca u wszystkich kre-
gowcow swoista odpowiedZ immunologiczna polega
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na tworzeniu nowych przeciwciat w drodze rekom-
binacji i selekeji. W zwigzku z tym genomy komorek
wytwarzajacych przeciwciata roznig sie od genomow
innych naszych komorek. Dzigki sekwencjonowaniu
mozemy lepiej zrozumie¢ proces wytwarzania odpor-
nosci na infekcje, a takze choroby autoimmunologicz-
ne. Po drugie, nowe, niezamierzone przez ewolucje
mutacje zachodzg ciagle przy wszystkich podzialach
naszych komorek. To wlasnie one sg przyczyna cho-
réb nowotworowych. Sekwencjonowanie genomu ko-
morek rakowych umozliwia zidentyfikowanie kluczo-
wych mutacji i dobranie skutecznej terapii.

Ekspresja gendéw

Kolejnym zastosowaniem sekwencjonowania jest
transkryptomika. Kazdy nasz gen ulega ekspre-
sji, to znaczy - jest przepisywany z DNA na RNA,
a pozniej, jesli jest to gen kodujacy sekwencje biatko-
wa - na biatko. Nasze komorki reaguja na otoczenie
i komunikuja si¢ miedzy soba w duzej mierze przez
regulacje ekspresji genow: ,,wlaczanie” i ,,wylaczanie”
przepisywania genéw na RNA w zaleznosci od kon-

tekstu. Na przyklad w wyniku infekcji wirusowej
w organizmie komorka moze otrzymac sygnat sty-
mulujacy jg do produkgji bialek hamujacych infekcje
wirusowg. Sekwencjonowanie transkryptomu umoz-
liwia wykrycie i scharakteryzowanie odpowiedzi im-
munologicznej. W ostatnich latach rozpowszechnity
sie metody pozwalajgce na badanie transkryptomow
nawet pojedynczych komorek (single-cell RNA-seq
- sc-RNA-seq).

Sekwencjonowanie DNA jest jedng z podstawo-
wych technologii do badania organizméw i komé-
rek na poziomie molekularnym. W przeciwienstwie
do innych metod, np. opartych na przeciwciatach albo
spektrometrii masowej, umozliwia przebadanie ol-
brzymiej liczby probek w niezwykle krotkim czasie.
Z poczatkiem XXI wieku pojawilo si¢ bowiem wie-
le nowych metod sekwencjonowania DNA - czasem
mowi sie o sekwencjonowaniu drugiej generacji, a naj-
czesciej o sekwencjonowaniu wysokoprzepustowym.
Szczegdlng popularno$¢ zyskaly metody sekwencjo-
nowania krotkich odczytéow - to oznacza, ze poje-
dyncza odczytana sekwencja ma od kilkudziesieciu
do 150 par zasad. W przypadku wielu wymienionych
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wyzej zastosowan sekwencjonowanie krétkich od-
czytow ma olbrzymie zalety: z jednej strony odczyty
sg wystarczajaco diugie, by jednoznacznie zidentyfi-
kowac¢ np. wiekszo$¢ matrycowego RNA (ktore kodu-
je nasze bialka), z drugiej — pozwala na jednoczesne
sekwencjonowanie setek milionéw molekut w czasie
zaledwie kilku godzin.

Dlatego warto zwrdci¢ uwage na dwie nowe ro-
dziny technologii zwigzanych z sekwencjonowaniem:
sekwencjonowanie dtugich fragmentéw DNA oraz
transkryptomike przestrzenna.

Sekwencjonowanie
dtugich fragmentéw

U schylku XX wieku zautomatyzowane sekwenato-
ry potrafily odczyta¢ kilkaset par zasad w kilkunastu
badz kilkudziesigciu fragmentach DNA jednoczes$nie.
Za pomocg takiej technologii z poczatkiem XXI wieku
opublikowano pierwsze niemal kompletne sekwencje
ludzkiego genomu. Chociaz zsekwencjonowano wow-

W sekwencjonowaniu kolejnych ludzkich
genomow chodzi nie tylko o naukowe
wyjasnienie réznic miedzy ludzmi, pochodzenia
naszych cech wspolnych — lecz takze

0 zastosowania biomedyczne, czyli poznawanie
genetycznego podtoza wielu schorzen.

czas niemal wszystkie geny i ponad 90 proc. calego
ludzkiego DNA, wiele obszaréw naszego genomu nie
poddawalo sie dobrze dwczesnej technologii sekwen-
cjonowania ani nawet nowszym technologiom. Pro-
blem stanowily obszary powtdrzen sekwencji DNA,
w ktorych ten sam ciagg par zasad jest powielony wiele
razy. Niektore rejony takich sekwencji mogg obejmo-
wac nawet miliony par zasad. Na przyktad fragmenty
znajdujgce sie na kazdym koncu wszystkich naszych
chromosomoéw - telomery - skladaja sie z setek lub
tysiecy powtorzen krotkich sekwencji.

I tu pojawia si¢ fundamentalny problem: jesli od-
czytana sekwencja jest krotsza niz rejon powtorzenia,
to czesto nie da sie jednoznacznie powiedzie¢, skad
doktadnie ta sekwencja pochodzi. Za pomocg sekwen-
cjonowania krotkiego odczytu, a nawet technologii
pozwalajacych na odczytanie kilkuset par zasad nie
mozna zsekwencjonowac telomeréw. To samo nie-
stety dotyczy wspomnianych juz wariantéw struk-
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turalnych, czyli wielkoskalowych mutacji w naszym
genomie, co oczywiscie utrudnia ich wykrywanie.

W ciagu ostatnich kilku lat dokonat si¢ olbrzymi
postep, jesli chodzi o sekwencjonowanie dlugich od-
czytow. Na uwage zastuguja zwlaszcza dwie technolo-
gie: sekwencjonowania pojedynczych molekut w cza-
sie rzeczywistym (single molecule real time - SMRT)
i sekwencjonowania za pomocy nanopordw (nanopore
sequencing). Obie umozliwiaja sekwencjonowanie
bardzo diugich fragmentéw DNA - o rzedy wielko-
$ci dtuzszych niz wszystkie inne metody.

SMRT bardzo przypomina klasyczne sekwencjo-
nowanie metoda Sangera o tyle, ze podstawowym
mechanizmem sekwencjonowania jest rowniez syn-
teza komplementarnej nici DNA. W syntezie biorg
tez udzial nukleotydy znakowane fluorescencyjnie,
co umozliwia detekcje nukleotydow wbudowywanych
w syntetyzowang ni¢ DNA. Zasadnicza roznica polega
jednak na tym, Ze w czasie rzeczywistym obserwuje si¢
pojedyncze molekuly. Dzigki temu polimeraza DNA
pracuje nieustannie i moze zsyntetyzowa¢ nawet
czastki dlugosci kilkudziesieciu tysiecy zasad.

Na zupelnie innym mechanizmie opiera si¢ se-
kwencjonowanie za pomocg nanoporéw. Inaczej niz
w przypadku wigkszo$ci sprawdzonych praktycznie
technologii sekwencjonowania detekcja kolejnych nu-
kleotydéw nie odbywa sie¢ przez proces syntezy no-
wej nici DNA. W tej technologii pod wplywem pola
elektrycznego przesuwa sie ona przez mikroskopijny
otwor (nanopor) w membranie. Towarzyszace zmiany
napiecia zaleza od tego, jaki nukleotyd w danym mo-
mencie przez nig przechodzi. Monitorowanie zmian
napiecia umozliwia odczytanie sekwencji, ktorej du-
go$¢ teoretycznie jest ograniczona wyltgcznie dlugo-
$cig sekwencjonowanej nici DNA. W praktyce, cho¢
najdtuzsze uzyskane sekwencje mialy ponad milion
zasad dlugosci, $rednia dltugos¢ odczytu to od kilku-
nastu do ponad 20 tys. zasad.

Obie metody zostaly wykorzystane niedawno
do zsekwencjonowania - po raz pierwszy w historii
- kompletnego genomu czlowieka, wliczajac w to telo-
mery, centromery i wszystkie inne sekwencje, ktérych
do tej pory nie udalo sie odczytaé. Nie ulega watpliwo-
$ci, ze jest to poczatek nowej ery zaréwno w diagno-
styce medycznej, jak i nauce podstawowej. Chwilowo
obie metody sg dos¢ drogie, jednak koszty sekwencjo-
nowania spadajg bardzo szybko. Juz w tej chwili koszt
sekwencjonowania pojedynczego ludzkiego genomu
spadl do kilkuset dolaréw - dla poréwnania, na zse-
kwencjonowanie pojedynczego ludzkiego genomu
jeszcze 15 lat temu trzeba byto wyda¢ miliony dolaréw.

Monitorowanie zmian

Wsrod zastosowan zwigzanych z sekwencjonowaniem
transkryptomika zajmuje poczesne miejsce. Z wszyst-
kich metod stuzacych do monitorowania zmian w pro-



cesach zachodzacych w zywych komorkach jest nie-
watpliwie najprostsza i najtansza, jest wiec rutynowo
stosowana juz od dwoch dekad. Znalazta olbrzymia
liczbe zastosowan we wszystkich chyba dziedzinach
nauk biologicznych i medycznych. Pozwala na pre-
cyzyjne $ledzenie zmian w ekspresji gendéw w catych
organizmach, tkankach, wyselekcjonowanych typach
komorek, a nawet w pojedynczych komorkach. Teraz
mozemy zaobserwowac kolejny przetom, ktérym jest
transkryptomika przestrzenna.

Metody mikroskopowe od dawna umozliwialy ba-
danie proceséw zachodzacych w naszych tkankach
wraz z wizualizacja pojedynczych genow i bialek.
W ten sposob mozna bylo sprawdzi¢, gdzie w tkance
czy komorce nastepuje ekspresja konkretnego genu.
Obecny rozwdj technologiczny umozliwil potacze-
nie transkryptomiki (wysokoprzepustowego badania
ekspresji wielu genow jednocze$nie) i mikroskopowe;j
wizualizacji organizacji tkanek. Dzieki temu mozna
ustali¢ nie tylko, jakie komorki w jaki sposob reguluja
ekspresje genow, lecz takze w ktérym miejscu badane;j
tkanki sie znajduja i jak zmienia si¢ ekspresja genow
na granicy miedzy zdrowg a chora tkanka.

Istniejg z grubsza dwa podejscia do transkrypto-
miki przestrzennej. Pierwszy rodzaj metod opiera
sie na przygotowaniu specjalnych szkietek podsta-
wowych, w ktorych kazdy fragment powierzchni jest
specjalnie oznakowany za pomocg krétkich sekwencji
DNA (oligonukleotyddw). Na szkietko jest nakladany
preparat tkankowy. Kiedy na podstawie RNA z ko-
morek preparatu jest syntetyzowane cDNA, dolaczaja
do niego oligonukleotydy. Nastepnie cDNA z catego
preparatu jest zbierane i zupelnie zwyczajnie sekwen-
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cjonowane. Dzieki znakowaniu mozna jednak pozniej
rozpoznaé, z ktérego miejsca na szkietku pochodzita
dana sekwencja, i odtworzy¢ przestrzenng strukture
preparatu, a potem nalozy¢ jg na zdjecia mikroskopo-
we. Zaletg tych metod jest stosunkowo duza ,,glebo-
ko$¢”, czyli liczba roznych molekut RNA, ktére za ich
pomoca mogg by¢ zidentyfikowane. Wadg jest stosun-
kowo niska rozdzielczos¢.

Drugi rodzaj metod opiera si¢ na detekdji in situ,
w podobny sposdb, jak robiono to juz od wielu de-
kad, jednak na wigkszg skale. Preparat jest znakowa-
ny za pomoca fluorescencyjnych sond odpowiada-
jacych réznym sekwencjom mRNA. Czesto polega
to na znakowaniu krétkich, charakterystycznych se-
kwencji DNA markerami fluorescencyjnymi. Takie
sondy w specyficzny sposob wigza sie z mRNA, ktore
dzigki nim mozna nastepnie bezposrednio zwizuali-
zowa¢ na preparacie. Istnieje bardzo duzo wariantow
w tej rodzinie metod transkryptomiki przestrzennej,
jednak wiekszo$¢ z nich umozliwia tylko wykrywanie
zdefiniowanego a priori repertuaru genéw.

Rozwoj nowych metod w biologii i medycynie trwa
lata, a nawet dziesieciolecia. Metody, ktdre 10 lat te-
mu byly przede wszystkim eksperymentalne i z rzad-
ka pojawialy si¢ na tamach czasopism z najwyzszej
potki, dzi$ s3 udoskonalane i rutynowo stosowane
w laboratoriach na calym $wiecie, a ich koszty, cho¢
niebanalne, nie s3 juz zaporowe. Sekwencjonowanie
dtugich fragmentow i transkryptomika przestrzenna
wlasnie wkraczaja w ten drugi etap. Prawdopodobnie
ich praktyczne znaczenie zaréwno dla nauk podstawo-
wych, jak i biomedycyny znaczaco wzro$nie w ciggu
najblizszych lat.

bb

Chcesz wiedzie¢
wiecej?

Deamer D., Akeson M.,
Branton D., Three Decades

of Nanopore Sequencing,
,Nature Biotechnology” 2016.

Lightbody G., Haberland V.,
BrowneF, TaggartL., Zheng H.,
Parkes E., Blayney J.K., Review of
Applications of High-Throughput
Sequencing in Personalized
Medicine: Barriers and
Facilitators of Future Progress

in Research and Clinical
Application, Briefings

in Bioinformatics”2019.

Logsdon G.A., Vollger M.R.,
Eichler E.E., Long-Read Human
Genome Sequencing and Its
Applications,,Nature Reviews
Genetics”2020.

MAGAZYN POLSKIE)
AKADEMII NAUK
3/75/2023

COLOR4260/SHUTTERSTOCK.COM



