Laboratorium
BioCEN on-line

Sekwencjonowanie DNA
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Alfabet zycia

Alfabet, za pomocg ktorego zapisany jest ,,przepis na cztowieka”, sktada sie tylko z
czterech liter: A, T, G oraz C. Symbolizujg one po kolei adening, tymine, guanineg i
cytozyne, czyli zasady azotowe stanowigce zmienng, odpowiedzialng za kodowanie
informacji czes¢ DNA. Wydrukowanie petnej informacji o cztowieku zajetoby prawie
900 000 stron A4, a jej przeczytanie 9,5 roku, czytajgc w tempie 10 znakdw na
sekunde bez przerwy. Uswiadomienie sobie ogromu informacji zapisanej w genomie
w postaci ponad 3 miliardow par zasad pozwala doceni¢, jak duzym osiggnieciem
naukowcow sg techniki sekwencjonowania - odczytywania kolejnosci zasad

azotowych w DNA.

Rozw@j biologii, nauki o zyciu, jest mozliwy wytacznie dzieki postepowi
technologicznemu. Opracowanie mikroskopow uswiadomito nam, ze zywe komarki
sg 0 wiele bardziej ztozone niz mozna byto przypuszcza¢. Sama obserwacja cech nie
pozwala jednak na poznanie i zrozumienie ich pochodzenia. Nie byto odpowiedzi na
pytanie, gdzie jest ta informacja, ktéra pozwala komarkom sie rozwijac i ré6znicowac,
a takze dzieli¢ i przekazywac cechy kolejnym pokoleniom. Po ustaleniu struktury
podwajnej helisy DNA w 1953 roku jeszcze przez ponad 20 lat brakowato
technicznych mozliwosci odczytywania informacji zapisanej w DNA. Rozwigzanie tego

problemu byto niezwykle kreatywne.
Odczytac szyfr

Pierwsze proby sekwencjonowania dotyczyly znacznie wiekszych i prostszych do
manipulacji w tamtym czasie czastek - biatek. Insulina jest stosunkowo matym
biatkiem sktadajgcym sie z dwadch tancuchéw: tancucha A zbudowanego z 21 reszt
aminokwasowych i wiekszego tancucha B zbudowanego z 30 reszt aminokwasowych.
Frederick Sanger, biochemik z Uniwersytetu Cambridge, byt Swiadomy, ze odczytanie
catosci nie jest dla niego mozliwe. Istniaty juz wtedy techniki skutecznie rozdzielajgce
aminokwasy, wiec sktad aminokwasowy insuliny byt znany, ale nie byta znana ich
kolejnos¢ w biatku. Sanger uznat, ze jedynym wyjsciem bedzie podzielenie faricucha
na mniejsze elementy, ustalenie ich sktadu i ztozenie uktadanki w catos¢. tancuch

biatka strawit enzymatycznie na kratkie, 2-3 aminokwasowe fragmenty, a nastepnie
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na pojedyncze reszty aminokwasowe. Kazdy z nich wyznakowat 1-fluoro-2,4-
dinitrobenzenem (odczynnikiem Sangera) na koricu aminowym, co nie tylko zmieniato
mase takiej czastki, ale rowniez dawato barwny efekt przy rozdziale. Po ustaleniu
kolejnosci aminokwasow w matych, losowych fragmentach biatka, mozna byto ztozyc
je w catosc. Praca byta bardzo zmudna i uzyskanie efektu tg metoda zajeto Sangerowi

cztery lata. Za to odkrycie zostata mu
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Rys. Schemat sekwencjonowania przeprowadzonego przez Sangera. W kazdym z rzedéw rozdzielono fragmenty
DNA zakonczone na ten sam nukleotyd, a nastgpnie rozdzielono je razem wedtug wielkosci (najkrotsze fragmenty

najnizej). Czytajac od dotu mozna pozna¢ sekwencj¢ pierwotnej czasteczki DNA.

krotkie fragmenty DNA byly syntetyzowane na nowo dzieki technice PCR. Losowos¢
tych fragmentéw wynikata z tego, ze do mieszaniny byty dodane takie warianty
nukleotydow, ktére hamowaty synteze. Zespot Sangera przeprowadzit cztery reakcje
PCR namnazajace badany fragment DNA, a do kazdej z nich dodat inny typ
zmodyfikowanych nukleotydow: z adening, tyming, guaning i cytozyna. W pierwszej
reakcji zmodyfikowana, hamujgca synteze adenina wigzata sie w losowym miejscu

przeznaczonym dla adeniny. Powstaty zatem wszystkie mozliwe fragmenty konczace



sie adening. W drugiej reakcji otrzymano wszystkie mozliwe fragmenty zakonczone
tyming i, analogicznie dla dwach pozostatych, guaning i cytozyng. Do rozdziatu
fragmentow wykorzystano technike elektroforezy, ktéra rozdziela czasteczki w
specjalnym zelu na podstawie ich wielkosci: najkrotsze czasteczki wedrowaty
najszybciej, wiec znajdowaty sie najnizej na zelu. W ten sposéb czytajac po kolei od
dotu mozna byto odczytag, jaka byta kolejnos¢ nukleotydéw w badanym DNA. Za to

odkrycie Sanger otrzymat drugg Nagrode Nobla w 1980 roku.

Sekwencjonowanie danego krétkiego fragmentu (400-900 nukleotydéw) DNA dato
sie zrobi¢ w ciggu jednego dnia, co pozwolito na zrealizowanie wielu niezwykle
kreatywnych pomystéw naukowcdw. Rozwingt sie pomyst sekwencjonowania
shotgun (ang. strzelba). Ta technika polegata na dzieleniu dtugich czgsteczek DNA na
losowe, kratkie fragmenty. Sekwencjonowanie kratkich odcinkow DNA jest proste, a
ztozenie ich w catos¢ mozliwe dzieki temu, ze fragmenty naktadajg sie na siebie.
Waznym krokiem byto opracowanie urzadzen automatycznie sekwencjonujgcych
DNA, co pozwolito na wykorzystanie komputerow do szybkiego sktadania
fragmentow. Automatyzacja procesu byta wyjgtkowo kluczowa, poniewaz znacznie
obnizata koszt sekwencjonowania. Dzieki temu w 2001 roku ogtoszono pierwsze

wyniki sekwencjonowania genomu cztowieka.
Sekwencjonowanie w terenie

Po czasie sekwencjonowanie Sangera okazato sie zbyt drogie i zmudne, by spetnic
wymagania naukowcow. Rozwinieto wiele innych technik, szybszych i popetniajgcych
mniej btedow, z ktdérych jednak wszystkie wykorzystywaty sekwencjonowanie
krotkich fragmentow DNA i sktadanie ich w catos¢. Obecnie rozwijane sg juz
technologie sekwencjonowania trzeciej generacji, ktére pozwalajg na odczytywanie
pojedynczej czgsteczki DNA o sredniej dtugosci kilkunastu tysiecy nukleotydow.
Urzadzenia wykorzystujgce technologie Oxford Nanopore mieszczg sie w dtoni i
mozna je wykorzystywac¢ w pracy we wszystkich warunkach: wykorzystywano je
skutecznie w wysokich gérach, na biegunach a takze na Miedzynarodowej Stacji
Kosmicznej. Samo urzadzenie kosztuje okoto 1000 dolaréw i mozna je podigczy¢ do

komputera za pomoca przewodu USB, dzieki czemu jest niezastgpionym narzedziem



do pracy naukowej w terenie. Co ciekawe, pojedyncze sekwencjonowanie generuje
nawet kilkanascie procent btedéw, ale przez wielokrotne powtdrzenie procesu i
natozenie otrzymanych sekwencji na siebie mozna wykluczy¢ nukleotydy niepasujace

do pozostatych i uzyskac¢ prawidtowa sekwencje.

Otrzymywane sekwencje sg przechowywane w bankach gendéw, takich jak GenBank.
Do 2019 roku opublikowano w nim ponad 200 milionéw sekwencji. Dostep do
upublicznionych sekwencji jest darmowy, dzieki czemu mozliwe jest zdobycie duzej
ilosci danych do analizowania konkretnego genu i projektowania nowych czgsteczek.
Jest to réwniez bardzo skuteczny sposob identyfikacji organizmoéw: mozna w tatwy
sposob poréwnac otrzymang w laboratorium sekwencje z tymi zapisanymi w bazie
danych i w ten sposdb potwierdzi¢ gatunek badanego organizmu. Poréwnywanie
gendw miedzy gatunkami pozwala réwniez na okreslenie ich pokrewienstwa. Za
pomocg bankéw gendw z odrobing wiedzy mozna prowadzi¢ wtasne badania w domu
i Sledzi¢ na przyktad, ile mamy wspaélnego z innymi matpami lub czy koala majg cos

wspolnego z niedzwiedziami.

Bank DNA

Internetowe bazy danych ufatwiajg analize komputerowa DNA, ale wykorzystanie tej
wiedzy w laboratorium wymaga zupetnie innych narzedzi. tatwy dostep do
konkretnych fragmentéw DNA badanego organizmu umozliwiajg biblioteki
genomowe. Caty genom, np. genom cztowieka, jest pociety na fragmenty, a kazdy z
fragmentow jest wprowadzany do komarki bakterii. Bakterie, dzielgc sie, namnazaja
rowniez fragment DNA cztowieka. Bakterie zostajg zamrozone, a w razie potrzeby

mozna je pobra¢, namnozyc i w fatwy sposob wycigc z nich potrzebny fragment DNA.

Technologie sekwencjonowania DNA najnowszej generacji majg dopiero kilka lat i sg
stale rozwijane. Trudno jest przewidzie¢, co zostanie osiggniete w przysziosci.
Potencjalnie moze stac sie mozliwe sekwencjonowanie DNA z pojedynczej komarki
bez popetniania bteddéw. Uproszczenie analizy komputerowej i obnizenie jej kosztow
moze pozwoli¢ na wiekszg skale produkcji sekwenatoréw osobistych, co

niewyobrazalnie powiekszy zasoby bankow gendw. Przede wszystkim jednak: zadna
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maszyna nie zastgpi cztowieka. Zadne z tych osiggniec nie bedzie mozliwe bez pracy
wyksztatconych biocinformatykéw, dlatego ten zawdéd jest uznawany za jeden z

najbardziej przysztosciowych.
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