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1. Uvod

Jo$ od Averyjeva otkrica iz 1944., kojim je pokazano da je DNA molekula koja nosi
genetiCki materijal, preko otkri¢a strukture DNA (Watson i Crick, 1953.) i odredivanja centralne
dogme molekularne biologije (Crick, 1970.), pokuSavaju se razviti metode koje ¢e informacije
pohranjene u genetiCkom kodu mo¢i primijeniti te na taj nacin biti od koristi drustvu. Upravo
tehnologija sekvenciranja DNA u velikoj bi mjeri mogla pomo¢i medicini i biologiji u brojnim
primjenama poput: kloniranja, razmnozavanja, pretrazivanja promjena gena koje uzrokuju razvoj
bolesti, evoluciji i drugim. U proteklih trideset godina, DNA sekvenciranje dozivjelo je znacajan
napredak te je osnova genomske ere koju karakteriziraju velike koli¢ine podataka o genomima.
Potrebno je osvrnuti se na razvoj tehnika sekvenciranja kako bismo usporedili i uvidjeli razlike

izmedu razli¢itih metoda sekvenciranja nove generacije.

Prije govora o metodama sekvenciranja nove generacije, recimo nesto i o prvoj koristenoj
metodi sekvenciranja, Sangerovoj dideoksi metodi. Razvijena 1977., ova metoda se temelji na
terminaciji elongacije lanca DNA, koriStenjem fluorescentno obiljezenih dideoksinukleotida
(ddNTPa). U nastaloj smjesi obiljezenih DNA razli¢itih duljina, boja biljega odreduje vrstu
krajnje baze. Sekvenca DNA molekule odreduje se elektroforetskim razdvajanjem visoke

razlu¢ivosti nastale smjese te odredivanjem fluorescentne boje uz pomo¢ lasera.

Ova metoda zahtjeva mnogo vremena i prostora, prostor za odvijanje reakcije te
kapilarnu cijev ili gel za odredivanje duljine DNA. Posljedi¢no, vrlo malo fragmenata se moze
paralelno sekvencirati. Ljuski genom ima oko 3 milijarde baza, §to mozemo predstaviti s 6
milijuna fragmenata od 500 baznih parova. Ako bismo ¢itav genom sekvencirali ovom metodom
to bi vrlo dugo trajalo jer se samo 100-ak fragmenata moze paralelno sekvencirati. Takoder, ova

metoda je znatno skuplja od metoda kasnije razvijenih.



2. Sekvenceri druge generacije

Velika potreba za povoljnim sekvenciranjem potaknula je razvoj visokoprotocne
tehnologije sekvenciranja, koja paralelnim sekvenciranjem omogucuje stvaranje milijuna
sekvenci odjednom (Hall N 2007). Nazvane jos§ i ,,masivno paralelne*, ove metode se znac¢ajno
razlikuju od Sangerova kapilarnog sekvenciranja i iako se medusobno razlikuju po nacinu
sekvenciranja, dijele neka svojstva. Prvenstveno, preparatorni koraci obimom su manji i
jednostavniji od onih u Sangerovu sekvenciranju. Metode sekvenciranja nove generacije po¢inju
pripremom zbirke, ligacijom sintetickih DNA molekula (adaptori) na krajeve fragmenata koji ¢e
se sekvencirati. Sve platforme zahtijevaju umnazanje fragmenata zbirke na podlozi, uz pomo¢
polimeraze. Amplifikacija je potrebna za proizvodnju dovoljne koli¢ine signala koju ¢e detektor
prepoznati pri sekvenciranju. Ovaj korak uzrokuje i najvee greske u odredivanju slijeda
nukleotida, jer polimeraze nisu nikad u potpunosti to¢ne. Posljednje, ovi instrumenti
sekvenciraju slijedom ponovljenih reakcija koje se automatski izvode i detektiraju nukleotid. Sve
platforme medusobno se razlikuju po specifikacijama reakcije sekvenciranja, Sto predocava
izniman razvoj kemije, molekularne biologije i inZenjerstva, Koji su potrebni za simultano
generiranje informacije o slijedu tisu¢a do milijuna DNA molekula. U daljnjem tekstu iznijet ¢u

svojstva pojedinih platformi druge generacije sekvenciranja.

2.1. 454 pirosekvenciranje

Roche 454 prvi je komercijalno dostupan sekvencer, baziran na metodi sekvenciranja
nove generacije. 454 sekvencer pokrenuo je razvoj nove generacije sekvenciranja, predlozivsi
rjeSenja za tri tada najveta problema visokoproto¢nog sekvenciranja: pripreme knjiznica i
predloZzaka te samog sekvenciranja. Koncept sekvenciranja pomocu sinteze, €iji je predstavnik i
pirosekvenciranje, predlaze dva naina sekvenciranja. S jedne strane, ideja sekvenciranja
ciklickom reverzibilnom terminacijom, tj. ciklickom dodavanju fluorescentno obiljezenih
nukleotida, njihovoj detekciji i naposljetku odstranjivanju fluorescentne baze. S druge strane,
tehnologije sekvenciranja pomocu detekcije pirofosfata, otpustenih pri inkorporaciji nukleotida u
rastu¢i DNA lanac koji ¢e, naposljetku, uzrokovati otpustanje svjetla od strane enzima luciferaze.
Druga ideja je izabrana za 454 platformu, jer se smatralo da je direktna inkorporacija
neobiljezenih nukleotida efikasnija od ponovljenih ciklusa inkorporacije, detekcije i1 cijepanja.

Samo pirosekvenciranje u znanosti je bilo prisutno desetak godina prije razvoja 454 platforme,



no nije se smatralo kompetentnim zbog prekratkih duljina sekvenciranih fragmenata, iz kojeg

razloga se uglavnom koristilo u detekciji promjena u jednom nukleotidu.

Uzorak DNA pocijepa se u fragmente, kojima se na oba kraja dodaju adaptorske
sekvence koje pomazu identifikaciju i sekvenciranje. Za umnozavanje DNA fragmenata koristi
se emulzijski PCR (lan¢ana reakcija polimerazom) [emPCR] (Berka 2005.). Jednolan¢ani DNA
fragment hibridizacijski je vezan za promotor na kuglicama za umnazanje. Postupak je
optimiziran tako da se za jednu kuglicu veze samo jedna vrsta fragmenta. Ti fragmenti se u
kuglicama umnazaju te, nakon S§to dosegnu kritiCan broj molekula, kuglice se raspuknu

oslobadaju¢i do deset milijuna kopija DNA fragmenta u bazenc¢i¢e na optickom stakalcu (Slika

Tok jedne vrste nukleotida kroz . 1). Uz kopije fragmenta, u bazenc¢i¢u se nalaze i

bazencice a‘D a..%> a‘° a-¢>

enzimi potrebni za elongaciju i detekciju

odgovarajue baze (surfurilaza, luciferaza, DNA
polimeraza, apiraza). U bazencife se strujanjem
dovodi po jedna vrsta deoksinukleotida. Ukoliko je
doveden odgovarajué¢i deoksinukleotid (dNTP),
do¢i ¢e do njegove ugradnje u rastuci lanac i
otpustanja pirofosfata, koji se prevodi do ATP-a uz
pomo¢ enzima surfurilaze. Luciferaza koristi nastali
ATP za proizvodnju svjetlosti koja se detektira kao
signal ugradnje nukleotida u fragment DNA. U

protivhom, ako dovedeni dNTP nije odgovarajuéi,

enzim apiraza razgraditi ¢e dovedeni dNTP

Sulfurilaza
Luciferaza

P/ I Luciferin (Foehlich i sur, 2010.), a u bazen¢ié ée se dovesti
iduca vrsta ANTP-a.

Svjetlo i oksiluciferin

Slika 1. Pirosekvenciranje koristenjem Roche
platforme.
Nakon unoSenja DNA fragmenata u bazencice s
kuglicama koji ¢e umnoziti fragmente dodaje se

o . ) . Zbog CcCinjenice da se pirosekvenciranje
pojedina vrsta nukleotida, zajedno sa surfurilazom g J p J

i luciferazom. Ispod bazencica se nalazikamera  temelji na detekciji otpustene svjetlosti kad se novi
koja detektira svjetlost nastalu nakon ugradnje ) ) )
odgovarajuceg nukleotida. nukleotid ugradi u rastudi lanac, nema potrebe za

Metzker, 2010. ey - . .. . .
(Metzker ) fizickim odvajanjem reakcija da bi se utvrdila

sljedeca baza u lancu, za razliku od npr. elektroforeze, gdje je potrebna odredena duljina

reakcijskog prostora za precizno razlikovanje razli¢itih nukleotida, §to omoguéuje smanjivanje



reakcijskog volumena na prostor dostatan za proizvodnju opazive svjetlosti. Takoder, zbog

otpustanja svjetlosti, pirosekvenciranje omogucava paralelno sekvenciranje.

Glavni nedostatak 454 tehnologije jest lose prepoznavanje homopolimera (uzastopnih
sljedova istog nukleotida). Duljina homopolimera procjenjuje se intezitetom emitirane svjetlosti.
U usporedbi s ostalim sekvencerima nove generacije, glavna prednost 454 platforme je *read-
length* (454 moze sekvencirati i 700 baza duge fragmente). Trenutno je 454 platforma
najskuplja vrsta sekvencera nove generacije, a koristi se ukoliko je potrebna §to veca duljina

sekvenciranih fragmenata za npr. de novo sekvenciranje ili metagenomiku.



2.2.  Ilumina analizator genoma

Ovaj sekvencer takoder se koristi tehnologijom sekvenciranja pomodu sinteze. Zbirke
sekvenci s adaptorskim djelovima se denaturiraju u jednolancane DNA molekule, koje se ucvrste
na podlogu, nakon cega se te molekule umnoze pomoc¢u premoscavajuceg PCR-a kako bi se
pripremile nakupine koje koriste identiéne fragmente. Pocetnice iz oba smjera povezu s
podlogom pomocu fleksibilne spojnice, pa ¢e svi amplikoni, koji nastaju od jedne molekule,
tijekom umnazanja fragmenata ostati imobilizirani i grupirani na jednom mjestu na matrici. Ova
platforma temelji se na donekle nekonvencionalnom premoséavajuéem PCR-u, koristeci se Bst
polimerazom i formamidom kao denaturiraju¢im sredstvom (Shendure 2008.). Nastale nakupine
fragmenata mogu sadrzavati oko tisu¢u amplikona, a nekoliko milijuna nakupina moze se
nalaziti i razlikovati od ostalih na svakoj od osam odijeljenih staza na ploc¢ici. Nakon generiranja
nakupina, amplikoni su jednolancani i hibridizirani s pocetnicom koja ukazuje na regiju od
interesa.

Hlumina/Solexa

® Svaki ciklus odredivanja nukleotida
9 Og. 0.
8- sastoji se od simultanog dodavanja
Inkorporacija @
sve Cetiri vrste s (™ B

mjesavine Cetiri modificirana

nukleotida,

ek deoksinukleotida, od kojih je svaka vrsta
specificno  obiljezena  fluorescentnim
biljegom koji se mozZe pocijepati. Ovi

sk nukleotidi na 3' hidroksilnoj skupini imaju

:::::je odcjepljivi privjesak koji dopusta ugradnju
samo jednog nukleotida u polinukleotidni
lanac u jednom ciklusu sekvenciranja.
Nakon ugradnje jednog nukleotida,

EEEE:-:; fragmenti se snimaju kamerom da bi se

el uoCio fluorescentni biljeg ugradenog
ispiranje

nukleotida.
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.
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Slika 2. Shematski prikaz rada Illumina sekvencera.

(Metzker, 2010,) Nakon odredivanja ugradenog nukleotida,

posljednjem  nukleotidu  cijepa  se
fluorescentni biljeg i odcjepljivi privjesak, sto omogucava ugradnju novog nukleotida i novi

ciklus sekvenciranja (Slika 2).



Trenutno, Illumina/Solexa analizator genoma dominira trziStem sekvencera nove
generacije, vjerojatno i zbog Cinjenice da je cijena sekvenciranja ovom metodom najniza. Kako
plocice sadrze osam odijeljenih staza, osam razli¢itih zbirki DNA fragmenata moze se paralelno
sekvencirati. Duljine fragmenata do 36 parova baza rutinski se sekvenciraju. Moguce su i vece
duljine, ali nivo gresaka znacajno raste s duljinom fragmenta. Duljina fragmenata je odredena
mnogim faktorima koji uzrokuju mijeSanje signala, poput neuspjeSnog cijepanja signala ili
odcjepljivog privjeska. Glavna vrsta pogreSke je supstitucija, s najceS¢im greSkama u

odredivanju baze nakon gvanina (Dohm 2008.).

2.3. AB SOLIiD sustav

SOLID (Sequencing by Oligo Ligation Detection = sekvenciranje pomoc¢u detekcije
spajanja oligonukleotida) sekvencer koristi tehnologiju istovremenog odredivanja dvaju
nukleotida, temeljiv§i se na sekvenciranju pomocu ligacije. I ova metoda se, kao i prijasnje,
temelji na sekvenciranju tijekom sinteze, ali za razliku od prija$njih metoda, umjesto DNA
polimeraze, u ovoj je metodi sekvenciranja klju¢ni enzim ligaza. Pomo¢u emulzijskog PCR-a
umnazaju se fragmenti koji ¢e se sekvencirati 1 vezu za podlogu. Fragmenti se sekvenciraju
pomocu probi s 8 baza, koje se spajaju s rastu¢im lancem. Probe se sastoje od dviju baza koje se
spajaju s rastu¢im lancem (prve dvije baze), mjesta iza kojeg se cijepa (peta baza), i Cetiri
razli¢ite fluorescentne boje koje su vezane za zadnju bazu. Fluorescentni signal ¢e se opaziti
ukoliko je proba komplementarna s lancem predloskom, a nestaje nakon cijepanja posljednjih

triju baza probe (Slika 3).

S fragmentima vezanim za podlogu hibridiziraju pocetnice, dodaju se probe koje se vezu
za pocetnice ukoliko su im prve dvije baze komplementarne s fragmentom (Slika 3, A). Nakon
uspjes$nog vezivanja, dolazi do zadrzavanja fluorescentnog signala karakteristicnog za prve baze,
kojeg detektiraju kamere za sve vrste signala. Poslije se proba cijepa iza pete baze (Slika 3, B),
¢ime nestaje signala, a dolazi do vezanja nove probe, koja je komplementarna sa sljede¢a dva
nukleotida (Slika 3, C). Na taj na¢in se odrede baze sa Seste i sedme pozicije. U idu¢em ciklusu
odredit ¢e se baze s jedanaestog i dvanaestog mjesta. Ovakva metoda omogucéava odredivanje
svakih pet baza. Nakon zavrSetka produljivanja pocetnice probama, pocetnica se odvaja od

fragmenta i dodaje druga pocetnica (Slika 3, E), koja je u odnosu na prijasnju pomaknuta za



jedno mjesto, tako da ¢e se sad odrediti baze s druge i trece pozicije fragmenta. Nakon pet
promjena pocetnica, svaka baza u fragmentu bit ¢e odredena u dvjema neovisnim ligacijskim

reakcijama. Ovakva metoda se naziva i kodiranje dvjema bazama (Mckernan i sur., 2009).

Kodiranje dvjema bazama
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Kodiranje dvjema bazama mo¢na je metoda, namijenjena jasnom razlikovanju greSaka
nastalih mjerenjem od polimorfizama jednog nukleotida. Kombinacija koriStenja ligaze, izmjene
pocetnica i kodiranja dvjema bazama pridonose niskoj stopi pogre$no odredenih nukleotida u

fragmentima, $to je ujedno i najveca prednost ove platforme.

Duljina sekvenciranih fragmenata pocetno je iznosila 35 parova baza. Daljnjim razvojem
ove metode, povecala se i preciznost sekvenciranja te duljina fragmenata, koja trenutno iznosi 85
baza. Najveci nedostatak ove metode predstavlja kratka duljina fragmenata, zbog ¢ega se ova

metoda uglavnom koristi pri resekvenciranju, istraZivanju transkriptoma i epigenoma.



3. Sekvenceri tre¢e generacije

Sekvenceri prve i druge generacije zasluzni su za revolucionaran razvoj genomike, poticuci
impresivan broj znanstvenih postignu¢a poput odredivanja genoma izumrlih Zivotinja (mamut i
neandertalac), standardnih modelnih organizama te pojedinacnih ljudskih genoma. Ipak, mnoge
primjene sekvenciranja i aspekti genomike izvan su dosega ovih platformi, sto zbog kratkih
sekvenciranih fragmenata, Sto zbog smanjene to¢nosti zbog umnazanja fragmenata. S tim
idejama na umu, znanstvenici su razvili platforme koje ¢e sekvencirati dulje fragmente bez
potrebe za njihovim umnazanjem. Metode sekvenciranja pojedinih molekula u realnom vremenu
mogu se podijeliti u dvije grupe, one u kojima se promatra DNA polimeraza koja sintetizira
pojedine molekule DNA u realnom vremenu te metode koje odreduju slijed baza direktnim
snimanjem DNA fragmenata naprednim mikroskopskim tehnikama. Svaka od ovih tehnologija
predstavlja novi pristup sekvenciranju, ali imaju prednosti i nedostatke u odnosu na ostale. U

nastavku poglavlja osvrnut ¢u se upravo na specifi¢nosti pojedinih sekvencera tre¢e generacije.

3.1. PacBio

Tvrtka Pacific Biosciences razvila je metodu sekvenciranja pojedinin molekula u realnom
vremenu (SMRT), vrstu sekvenciranja pomoc¢u sinteze. Prednost ove vrste sekvenciranja
pomocu sinteze u odnosu na postojece jest uSteda na vremenu i reagensima, jer nije potrebno
umnozavati fragmente. Ova platforma takoder koristi fluorescentno obiljezene nukleotide, ali za
razliku od prijasnjih, ovi nukleotidi obiljezeni su na y-fosfatu, dijelu nukleotida koji se prirodno
cijepa pri elongaciji DNA molekule, te zbog ovako dizajniranih nukleotida nije potreban korak u
kojem se cijepa fluorescentni biljeg. SMRT sekvenciranje ne zahtijeva ponavljanje koraka u
kojima se postupno dodaju obiljezeni nukleotidi, ve¢ je polimeraza, koja ima znatno vecu
procesivnost od onih koristenih u platformama druge generacije, sposobna provesti elongaciju

nativno, kao Sto bi funkcionirala u organizmu iz kojeg je izolirana, ¢ime se proces sekvenciranja

ubrzava do 30 000 puta.

Za promatranje inkorporacije obiljeZzenih nukleotida koristi se nanoprotonska struktura,
nazvana ,,zero-more waveguide®, koja se sastoji od staklene podloge presvu¢ene 100 nm debelim
slojem aluminija, u kojem se nalaze cilindri¢ni utori od 70-ak nm u promjeru (Slika 4). Aluminij
se dodatno tretira kako DNA polimeraza ne bi asocirala s bo¢nim plohama utora. Ovo je bitan

korak, jer ne postoji nacin da se manipulira polimerazom i dostavi je na pravo mjesto, ve¢ se



podloga uroni u otopinu polimeraza, koje se onda zalijepe za dno utora. Zbog malih dimenzija
utora, valna duljina vidljive svjetlosti ne moze u potpunosti prodrijeti u utor, pa je veéina
volumena utora u tami. Svjetlost uspije obasjati donjih 10 nm utora, u kojima se nalazi
polimeraza. Obasjavanje polimeraze neophodno je za ekscitaciju obiljezenih nukleotida koji se
ugraduju u lanac DNA, no zbog ogranicene koli¢ine svjetlosti, bilo bi nemoguce razlikovati vrste
ugradenih nukleotida, stoga PacBio sekvenciranje koristi opticku prizmu preko koje snimaju
podlogu s polimerazama. Na taj na¢in, emitirana svjetlost razdvoji se u zrake razli¢itih boja, koje

se nalaze na razli¢itim lokacijama, ovisno o vrsti nukleotida.

Pacific Biosciences

Nukleotidi s obiljeZenim heksofosfatom

Granica detekci]

Epifluorescencijska detekcija

Slika 4. Shematski prikaz ,,zero-more waveguide* strukture za koju je zahvaéena polimeraza. Ugradnjom
odgovarajuceg nukleotida dolazi do emisije svjetlosti. (Metzker, 2010.)

Prosjecna duljina fragmenata sekvencirana PacBio platformom iznosi 600 nukleotida, a
najdulje sekvence imaju do 3 000 nukleotida. Tako duge sekvence olakSavaju sastavljanje

fragmenata iz regija s repetitivnim sljedovima u genomu.

3.2  Heliscope

Helicos sekvencer prvi je sekvencer na trzistu koji omogucéava sekvenciranje pojedinih
molekula. Takoder se temelji na ciklickom odredivanju inkorporiranih nukleotida u procesu
sekvenciranja pomocu sinteze, ali ova platforma ne zahtijeva klonsku amplifikaciju DNA

molekula uz pomo¢ PCR uredaja, sto omogucava preciznije sekvenciranje, jer se izbjegavaju
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pogreske pri umnazanju fragmenata. Ova platforma ima elemente metoda sekvenciranja druge |
trece generacije; ne koristi PCR, ali se koristi detekcijom emitirane fluorescencije i stupnjevitom

sintezom pojedine vrste baza.

Jednolancana zbirka fragmenata pripremi se nasumicnim cijepanjem DNA molekula i
dodavanjem poliadeninskih sljedova. Takvi fragmenti vezu se za podlogu hibridizacijom
poliadeninskog repa sa slijedom timina koji su u¢vrs¢eni za podlogu. U svakom ciklusu, DNA
polimeraza i jedna vrsta fluorescentno obiljeZzenih nukleotida dodaju se na podlogu s
nasumi¢nim jednolancanim fragmentima. U onim fragmentima u kojima se ugradio nukleotid,
uocava se fluorescentni biljeg koji detektiraju kamere. Nakon ispiranja podloge od prijasnjeg
nukleotida, cijepa se fluorescentni biljeg s posljednjeg nukleotida, jer isti sprjeCava ugradnju

novih baza, te se na podlogu doda druga

Helicos BioSciences

@,
9 Og,

° o. %%: vrsta nukleotida. Nakon stotinjak ovakvih
@- B, @ 99:
@ ciklusa, sekvenciraju se fragmenti od

e

Inkorporadija 3 otprilike 25 parova baza.
jedne vrste Dodavanje
obiljezenih druge vrste . .
nukleotida obijezenih Poput sekvenciranja pomocu 454
nukieotida
platforme, sekvenciranje ovom metodom je
asinkrono, nekim ¢e se fragmentima slijed
brze odrediti, a nekima sporije. Postoji 1
Ispiranjei . . B
snimanje Sansa da se nukleotid ne ugradi u slijed, bez
signala
obzira na to Sto je to pripadaju¢a baza.
Kako se ova metoda koristi sekvenciranjem
pojedinin  molekula, a ne Kklonova,
—_— asinkorono sekvenciranje ne predstavlja
Cijepanje B
biljegai

e problem i ne uzrokuje greske. Kako ovi,

obiljezeni nukleotidi ne sadrze privjesak

.

ponavijanjeckiusa - koji  blokira  elongaciju,  definiranje

Slika 5. Shematski prikaz rada Helicos homopolimera  predstavija  problem.  Zbog

sekvencera (Metzker, 2010.) sekvenciranja pojedinih molekula, problem se
moZe ublaziti limitirajuci stopu ugradnje nukleotida. Takoder, odredeno je da uzastopna ugradnja
obiljeZenih nukleotida u homopolimerima uzrokuje oslabljene interakcije, ¢ime se moze odrediti

broj inkorporiranih nukleotida.



Tocnost sekvencirajna moguce je znacajno poboljSati koriste¢i se dvosmjernim
sekvenciranjem u kojem, nakon odredivanja slijeda nukleotida u fragmentu, isti se kopiraju te se
njihove kopije sekvenciraju. Na taj nacin dobijemo dvije sekvence istog fragmenta, ali u
suprotnim orijentacijama. Problem predstavlja i ugradnja neobiljeZzenih nukleotida ili onih koji
ne fluoresciraju, zbog Cega najveéu vrstu greSaka predstavljaju delecijske greske. Koristeci se
dvosmjernim sekvenciranjem, ova platforma postaje najpreciznija od svih sekvencera druge

generacije.

3.3 Ion Torrent Personal Genome Machine

lon Torrent Personal Genome Machine prvi je sekvencer Kkoji za svoj rad ne treba
kompleksne opticke sustave, jer za odredivanje ugradenog nukleotida ne detektira otpustene
fotone svjetlosti, ve¢ oslobodene protone. Naime, pri ugradnji nukleotida u rastu¢i lanac, dolazi
do oslobadanja pirofosfata i protona koji detektiraju senzori osjetljivi na protone. Ova platforma
uvelike pojednostavljuje i pojeftinjuje instrumente za sekvenciranje koji se, umjesto optickih
komponenti, sastoji od elektronicke ploc¢e koja komunicira s ¢ipom, mikroprocesora za obradu

signala i sistema za kontrolu protoka reagensa kroz Cip.

DNA se fragmentira i veZe za adapterske sekvence, takvi fragmenti se umnoZze i nanesu
na ¢ip, tako da samo jedna vrsta fragmenata ude u jedan senzoricki utor. Nukleotidi pojedine
vrste u utore se dostavljaju postupno, u ciklusima. Kad se u utoru nalazi odgovarajuc¢i nukleotid,
dolazi do njegove ugradnje pomocu polimeraze vezane u utoru, Sto uzrokuje hidrolizu nukleotid
trifosfata te otpustanje jednog protona (Slika 6). Otpustanje protona uzrokuje promjenu pH
vrijednosti otopine u utoru proporcionalno broju ugradenih nukleotida (0,02 pH jedinice po
jednom nukleotidu (Rothberg i sur. 2011.). Promjenu pH detektira senzor na dnu utora, koji taj
signal pretvara u promjenu napona struje na tom dijelu ¢ipa. Nakon dovodenja jedne vrste
nukleotida, Cip se ispire kako prijasnja vrsta nukleotida ne bi zaostala u utorima. Male dimenzije
utora dopustaju difuziju u i iz utora, ¢ime se eliminira potreba za enzimatskim uklanjanjem

reagensa (Marguiles 2005.)
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Slika 6. Ugradnja nukleotida uzrokuje otpustanje protona, a samim time i snizavanje pH vrijednosti okoline. Pri
ugradnji dva nukleotida uocava se jaci signal zbog veceg smanjenja pH.

Prosjecna duljina sekvenciranih fragmenata iznosi 100 do 200 nukleotida. Ova
tehnologija ima znatno vec¢u preciznost od BioPac tehnologije, usprkos ¢injenici da se tijekom
pripreme fragmenata dva puta vrsi amplifikacija fragmenata, §to zbog nepreciznosti polimeraze
uzrokuje greske pri sekvenciranju. Smanjena preciznost je primjetna u sekvencama koje imaju
velik AT sadrzZaj te u homopolimerima koji imaju viSe od osam uzastopnih nukleotida iste vrste

(Quail i sur. 2012.).

4. Sekvenceri Cetvrte generacije — Nanopore sekvenceri

Fundamentalno razli¢ita vrsta sekvenciranja od do sad opisanih temelji se na
nanoporama. Detekcija pojedinih baza, predvida se, moguca je pracenjem promjene
provodljivosti kroz nanoporu u membrani. Pore imaju otvor neznatno veéi od promjera
dvolancane molekule DNA koji iznosi 4 nm. Razlike u kemijskoj strukturi pojedinih nukleotida
bi u teoriji uzrokovala opaZljivu promjenu u toku iona kroz poru. Opéenito, metode
sekvenciranja nanoporama se mogu podijeliti u dvije grupe: bioloske i ,,solid-state” metode.
Tehnologija sekvenciranja jo§ je u razvoju i predstavlja interesantnu potencijalnu Cetvrtu
generaciju sekvencera. Ime Cetvrta generacija je predloZena jer ne bi koristile opticku detekciju

ugradenih nukleotida kao ni ponavljajuce cikluse ispiranja reagensa.

4.1. Oxford Nanopore

Tvrtka Oxford Nanopore Technologies razvila je metodu sekvenciranja pomocu enzima

alfa-hemolizina koji premos¢uje dva sloja membrane i uzrokuje lizu DNA (bioloska metoda).



Membrana odjeljuje provodljive otopine u kojima se nalaze elektrode, zbog kojih postoji
konstantan tok iona kroz pore. Nukleinske kiseline iz otopina mogu se provesti kroz nanopore, a
strukturalni elementi molekula odreduju se kao promjene u protoku iona. Pojedina vrsta
nukleotida prolaskom kroz poru uzrokuje karakteristicnu promjenu protoka, $to omogucuje

precizno odredivanje slijeda nukleotida.

Sekvenciranje nanoporama moze Se podijeliti u dvije razlicite metode. Prva metoda se
temelji na prolasku intaktnog DNA polimera kroz poru, a sekvenciranje se vr§i u realnom
vremenu kako DNA translocira kroz poru (Slika 7). Druga metoda koristi se prolazom pojedinih
nukleotida kroz nanoporu, a koji se postepeno oslobadaju iz DNA lanca pomocu enzima
egzonukleaze. Duljine fragmenata, koje ove metode mogu sekvencirati, daleko su veée od
duljina sekvenciranih drugim metodama i iznose desetke kilobaza, no velike probleme zadaje
smanjena to¢nost ovih metoda. Pogreske se dogadaju uslijed difuzije oslobodenog nukleotida,
koji u tom slu¢aju ne ¢e proéi kroz poru, ili ukoliko se lanac DNA translocira za vise od jedne

baze, ¢ime se izostave pojedine baze.

Dvolanéana DNA ‘s
molekula Pl

© Tok iona kroz poru
stvara napon. Svaka
vrsta nukleotida na
poseban nacin mijenja
protok, a time i napon.

Enzimatskom
reakcijom razdvajaju
se lanci DNA molekule

GATATIGC GATGCCG
L

Po P Pe PPy

(2}

Ovaj protein formira
poru u membrani i

pridriava adaptorsk
molekulu

© Adaptorska molekula
zaustavlja nukleotide
u pori dovoljno dugo
da se zabiljeZi

promjena napona

Slika 7. Shematski prikaz rada sekvencera koji se koriste nanoporama sekvencera
(Schafer, 2012.)

14



Prednosti ove platforme leZze u Cinjenici da nije potreban PCR za umnazanje DNA
fragmenata, ve¢ se oni mogu direktno sekvencirati kako prolaze kroz poru. Takoder, ova metoda
ne iziskuje kompleksne opticke sustave ni kemijsko obiljezavanje nukleotida. Usprkos svim
prednostima, sekvenciranje nanoporama jo$ uvijek nije dovoljno komercijalno dostupno,
rutinizirano 1 ekonomizirano da bi se moglo natjecati s ostalim metodama sekvencranja nove

generacije.

4.2. ,Solid-state” sekvenciranje nanoporama

Druga vrsta metoda sekvenciranja nanoporama temelji se na industrijski proizvedenim
nanoporama. Ova tehnologija smatra se pravom sljedeCom generacijom sekvenciranja jer
nadilaze sve probleme koji se susrecu kod bioloskih nanopora poput stabilnosti ili teske
manipulacije. Umjetne nanopore se proizvode u materijalima poput silicijevu nitridu, siliciju ili
metalnim oksidima, a u novije vrijeme i u grafenu. Grafen je nov materijal koji se moze
proizvesti do debljine jednog atoma i predstavlja najtanju moguéu membranu S Visokom
elektri¢cnom provodljivos¢u. No za razliku od bioloskih nanopora koje mogu razlikovati pojedine
nukleotide, umjetne alternative nanopora u tome jo$ posustaju zbog problema u kreiranju pora
odgovarajuc¢ih veli¢ina koje ¢e omoguciti jak i toCan signal pri prolazu pojedinog nukleotida uz
Sto manje Sumove okoline. Zbog navedenog, odgovaraju¢e nanopore s preciznom strukturom

koje ¢e omoguciti sekvenciranje bez obiljezavanja nukleotida se jo$ razvijaju.



5. Zakljucak

Tehnologija i financiranje razvoja novih metoda sekvenciranja raste kao nikad do sad. Kao
Sto je pokazano u ovom radu, razvilo se nekoliko bitno razli¢itih nacina sekvenciranja DNA
molekula kroz sve generacije sekvencera. Svaka metoda ima svoje prednosti i nedostatke, tako
da za odabir odgovaraju¢e tehnologije sekvenciranja potrebno je dobro poznavati primjenu
podataka dobivenih sekvenciranjem. Od pocetaka razvoja metoda sekvenciranja nove generacije,
cijena sekvenciranja pojedinih genoma nezaustavljivo pada 1 vjerojatno ¢e uskoro doseci cijenu
od 1000$ po genomu (von Bubnoff, 2008), ¢ime ¢e se znatno omoguditi razvoj personalizirane
medicine. Doba osobnih genoma zapoceto razvojem sekvenciranja nove generacije predstavlja
znacajnu prekretnicu u genetickim istraZzivanjima. Nije poznato koja ¢e metoda sekvenciranja, i
hoce 1i, prevladati u budu¢im istrazivanjima, ali je gotovo sigurno da ¢e daljnje smanjenje cijene
sekvenciranja, kao i povecanje brzine i preciznosti uzrokovati da sekvenciranje postane temeljna

metoda u svim aspektima bioloskih znanosti.
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7. Sazetak

Informacije pohranjene u DNA sekvenci sadrzi vrijedne podatke o tom organizmu, i znajuci
sekvencu cijelog genoma, u moguénosti smo razumjeti procese koji se odvijaju u tom bicu.
Tijekom proteklih nekoliko godina, masivno paralelne metode DNA sekvenciranja su postale
Siroko dostupne te se cijena sekvenciranja znacajno snizila. Znacajno brzi i jeftiniji nacini
sekvenciranja znac¢ajno mijenjaju ne samo brojne projekte ukljuene u sekvenciranje genoma,
ve¢ mijenjaju tok bioloSkih znanosti i aplikacije informacija dobivenih sekvenciranjem. Prve
razmijene metode masivno paralelnog sekvenciranja su metode koje su se bazirale na klonalnoj
amplifikaciji fragmenata DNA sekvence. Umnazanjem fragmenata, sekvenceri primaju mnogo
intenzivniji signal o ugradenoj bazi, no sam proces amplifikacije podlozan je brojnim greSkama
zbog Cega je 1 finalna sekvenca manje precizno odredena. Sljedeca, treca, generacija sekvencera
koristi se samo jednom molekulom fragmenta i sekvenciranje se provodi u realnom vremenu.
Ove platforme su Cesto preciznije od metoda prijaSnje generacije i mogu se koristiti za
kvantitativna istrazivanja. Najnovije 1 najperspektivnije platforme su one temeljene na
sekvenciranju pomocu nanopora. Zbog malih dimenzija prostora u kojem se odvija odredivanje
slijeda baza, velike koli¢cine DNA molekula bi se mogle sekvencirati u jednoj reakciji, na jednom
stroju. Ove metode su jo$ uvijek u razvoju zbog brojnih problema s kojima su se susreli kreatori

ovih sekvencera pri radu u ovako malim dimenzijama.

Ovaj rad detaljnije opisuje svaku od metoda masivno paralelnog sekvenciranja, navodeci

prednosti i nedostatke svake od platformi kao i njthovu mogucu primjenu.
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8. Summary

Information stored in DNA sequence contains valuable data about that organism, and by
knowing ones genome, we will be able to understand processes happening in that being. Over the
past few years, massively parallel DNA sequencing platforms have become widely available
dramatically reducing the cost of DNA sequencing. The fast and low-cost sequencing approaches
not only change the landscape of genome sequencing projects but also usher in new
opportunities for sequencing in various applications. First developed massively-parallel
sequencers were those that used clonally amplified fragments of DNA. By amplifying the
fragments, sequencers would receive much stronger signal of incorporated nucleotide, but
amplification leads to many errors causing less accurate final sequence. Later developed, third
generation of sequencers uses single molecule templates and sequencing is usually done in real
time. These methods are more accurate but also they can be used in quantitative applications.
The newest and the most promising platforms are ones based on nanopore sequencing. Because
of small dimensions of sequencing space, enormous amount of DNA could be sequenced in just
one reaction, on one sequencer. These methods are still under development because of lot of

problems designers of these machines encountered when doing in such small space.

This thesis introduces into the high-throughput sequencing technologies, advantages and

disadvantages of every platform and their biological application.



