
1 Uvod
V bliænji prihodnosti bo lahko posameznik z analizo DNA izvedel za
potencialno nagnjenost k boleznim, veœ o svojih prednikih, pa tudi,
katero hrano naj uæiva in na katera zdravila bo bolj odziven. V medicini
se uveljavlja izraz osebna, »personalizirana« medicina, ki oznaœuje
uporabo posameznikovih genomskih in molekularnih podatkov za
posamezniku prilagojeno uporabo zdravilnih uœinkovin, olajøano
raziskovanje in kliniœno testiranje novih izdelkov ter pomoœ pri
doloœevanju posameznikove predispozicije za doloœeno bolezen. Velik

korak k osebni medicini bi predstavljala cenovno ugodna moænost

doloœitve nukleotidnega zaporedja posameznikovega genoma. Prvi

razliœici œloveøkega genoma so objavili leta 2001 (1, 2), pri œemer je

mednarodni projekt œloveøkega genoma tedaj stal veœ milijard dolarjev,

zasebni projekt podjetja Celera pa okrog 300 milijonov dolarjev. V

zadnjih letih je priølo do velikega napredka na podroœju tehnik

doloœanja nukleotidnega zaporedja (sekvenciranja), kar je omogoœilo

bistveno zniæanje cen. V preteklosti zadani cilj 1000 dolarjev za

doloœitev nukleotidnega zaporedja celotnega genoma, ki bi omogoœil
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øirøe izkoriøœanje tehnologije, se zdi œedalje bolj dosegljiv (3, 4). Prav
verjetno je, da uporabnosti doloœitve nukleotidnega zaporedja ne bo
omejevala tehnologija doloœanja, paœ pa sposobnost obdelave in
interpretacije enormne koliœine podatkov, ki bodo pri tem nastajali.
Namen preglednega œlanka je predstaviti trenutno stanje tehnik
doloœanja nukleotidnega zaporedja in nakazati smeri razvoja.

2 Doloœanje nukleotidnega
zaporedja po Sangerju

Frederick Sanger je v sedemdesetih letih dvajsetega stoletja razvil
metodo, ki je bila v izpopolnjeni obliki v uporabi pri doloœitvi œloveøkega
genoma, kot tudi pri doloœitvi ostalih æivalskih in rastlinskih genomov in
je øe vedno najpogosteje uporabljena tehnika (5). Pri doloœanju
nukleotidnega zaporedja genoma genomsko DNA najprej razreæejo na
krajøe fragmente, ki jih nato vstavijo v plazmid in namnoæijo v bakteriji
Escherichia coli. Namnoæeno DNA nato uporabijo v veriæni reakciji
pomnoæevanja, ki se nakljuœno zaustavi z vkljuœitvijo fluorescentno
oznaœenega dideoksinukleotida (metoda zaustavitve verige, Slika 1).

Konœni produkt je meøanica razliœno dolgih verig DNA, ki so oznaœene
z ustreznim fluoroforom glede na konœni nukleotid. Visoko-loœljivostno
loœevanje oznaœenih verig s kapilarno elektroforezo in doloœitev
fluoroforov omogoœa doloœitev nukleotidnega zaporedja (Slika 2).

Slika 1: Metoda zaustavitve verige z dideoksinukleotidom.

Figure 1: Dideoxynucleotide chain termination method.

Slika 2: Primerjava sploønega poteka doloœanja nukleotidnega zaporedja po Sangerju in tehnik nove generacije (prirejeno po (6)).

Figure 2: A general comparison of Sanger nucleotide sequencing and next generation techniques (adapted from (6)).
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3 Nove tehnike doloœanja
nukleotidnega zaporedja

Nove tehnike doloœanja nukleotidnega zaporedja (6-8) lahko razvrstimo
v razliœne skupine. V okviru tega œlanka se bomo osredotoœili na
skupino, ki uporablja cikliœno mreæno sekvenciranje (9). Tehnike iz te
skupine imajo danes na trgu najveœji deleæ in se jih najpogosteje
uporablja. Ostale skupine øele prihajajo na trg in bodo na kratko
predstavljene v nadaljevanju.

Tehnike, ki uporabljajo cikliœno mreæno sekvenciranje, se med seboj
precej razlikujejo v samem biokemijskem principu doloœanja
nukleotidnega zaporedja in v pripravi mreæe, kljub temu pa je osnova
samega postopka podobna in je prikazana na Sliki 2 (6-8). Knjiænico
DNA pripravijo z nakljuœno fragmentacijo DNA, ki ji sledi ligacija
(prilepljanje) skupnih DNA-adapterjev. Naslednji korak je namnoæitev
posameznih fragmentov DNA in priprava pomnoækov oz. klonov, ki so
med seboj prostorsko loœeni. Ti se uporabljajo kot enote mreænega
sekvenciranja. Za pripravo prostorsko loœenih klonov se uporabljata
emulzijski PCR in premostitveni PCR, ki bosta podrobneje predstavljena
v naslednjem poglavju. Sam proces doloœanja nukleotidnega zaporedja
pa sestavljajo ponavljajoœi koraki encimsko kataliziranega vkljuœevanja
fluorescentno oznaœenih nukleotidov. Pri opisanih tehnikah uporabljajo
doloœanje nukleotidnega zaporedja s sintezo, pri œemer je encim, ki
sodeluje pri postopnem podaljøevanju verige iz vrst polimeraz ali ligaz.
Pridobivanje podatkov poteka z zajemanjem slike celotne mreæe v
vsakem koraku ob uporabi ustreznih pogojev. Dobljena kratka
nukleotidna zaporedja (odœitki) sestavijo v neprekinjeno zaporedje z
uporabo zmogljivih raœunalniøkih algoritmov (6). Pri tem je v pomoœ
veœkratna pokritost zaporedja s prekrivajoœimi se kratkimi odœitki.

4 Nove tehnike namnoæitve klonov
Predstavljeni bosta dve tehniki, ki se najpogosteje uporabljata za
namnoæitev klonov. Emulzijski PCR (platforma Roche/454, Slika 3) (9, 10)
poteka v emulziji tipa voda v olju. Eden od oligonukleotidnih zaœetnikov
je pritrjen na kroglico mikrometrske velikosti. Nizka koncentracija DNA

matrice zagotavlja, da se v veœini emulzijskih kapljic s kroglico nahaja
najveœ ena molekula DNA, ki je bila pridobljena s fragmentiranjem. V
primeru, ko sta v emulzijski kapljici hkrati prisotni kroglica s pritrjenimi
oligonukleotidnimi zaœetniki (ki so komplementarni adapterskim
zaporedjem v knjiænici DNA) in molekula DNA, pride do pomnoæitve
znotraj emulzijske kapljice s pomoœjo PCR. Po razbitju emulzije kroglice
loœijo od preostalih reagentov. Vsaka kroglica na povrøini vsebuje PCR-
pomnoæke, ki ustrezajo posamezni molekuli DNA iz knjiænice DNA.

Pri premostitvenem PCR (platforma Solexa/Ilumina, Slika 3) (11, 12) sta
oligonukleotidna zaœetnika, ki ustrezata adapterskim zaporedjem v
knjiænici DNA, v øtevilnih kopijah gosto naneøena na povrøino nosilca,
kamor sta pritrjena s 5’-konci prek fleksibilnega povezovalca.
Posamezna molekula DNA iz knjiænice se preko adapterja poveæe z
imobiliziranim oligonuklotidnim zaœetnikom in pomnoæi s PCR. Nabor s
PCR pomnoæenih molekul DNA ostane prostorsko lociran v bliæini mesta
vezave izhodne DNA molekule (DNA-grozd). Ob koncu pomnoæevanja
vsak DNA-grozd vsebuje okrog 1000 enakih kopij posamezne molekule
iz DNA knjiænice.

5 Cikliœno mreæno sekveniranje
Tudi za doloœanje nukleotidnega zaporedja pomnoæenih klonov
posameznih molekul DNA uporabljajo razliœne pristope.
Pirosekvenciranje (platforma Roche/454, Slika 4a) (13) poteka tako, da
se zaporedoma dodaja posamezne nukleotide k prostorsko
imobiliziranim kroglicam, ki so inkubirane skupaj z encimi polimerazo,
ATP-sulfurilazo in luciferazo. Pri vkljuœitvi doloœenega øtevila
nukleotidov istega tipa (npr. dTTP) v polinukleotidno verigo se sprosti
sorazmerno øtevilo pirofosfatov (npr. 3 × dTTP → 3 × PPi), ki jih nato
ATP-sulfurilaza pretvori v ATP, ta pa se z encimom luciferaza pretvori
v svetlobo, katere intenziteto pomerijo in je sorazmerna øtevilu
vgrajenih nukleotidov. Med posameznimi dodatki razliœnih nukleotidov
sistem spirajo z encimom apirazo, ki razgradi nevgrajene nukleotide.

Na platformi Solexa/Ilumina (Slika 4b) poteka doloœanje nukleotidnega
zaporedja v ciklih, v katerih dodajajo zmes øtirih modificiranih

Slika 3: Emuzijska in premostitvena veriæna reakcija s polimerazo (prirejeno po (6)).

Figure 3: Emulsion and bridge polymerase chain reaction (adapted from (6).
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Slika 4: Princip doloœanja nukleotidnega zaporedja na posameznih platformah (prirejeno po (6)): (a) Roche/454, (b) Ilumina/Solexa, (c) SOLiD
in Polonator, (d) HeliScope. PPi: pirofosfat, APS: adenozin-5’-fosfosulfat, FL in Cy: fluorescentni oznaki.

Figure 4: Principle of nucleotide sequencing using different platforms (adapted from (6)): (a) Roche/454, (b) Ilumina/Solexa, (c) SOLiD in
Polonator, (d) HeliScope. PPi: pyrophosphate, APS: adenosine-5’-phosphosulphate, FL in Cy: fluorescent labels.
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nukleotidov hkrati. Pri tem vsak nukleotid vkljuœuje reverzibilno vezano
fluorescentno molekulo (eno od øtirih) in del molekule, ki je odgovoren za
prekinitev podaljøevanja polinukleotidne verige (terminirajoœa skupina)
(14). Modificirana DNA-polimeraza vkljuœi komplementarne nukleotide,
temu sledi zajemanje slike v øtirih kanalih. Cikel se zakljuœi s cepitvijo
fluorescentne molekule in prekinitvene skupine.

Pri platformah SOLiD in Polonator (Slika 4c) (15) poteka doloœanje
nukleotidnega zaporedja s pomoœjo ligaze (16). Pri platformi SOLiD v
vsakem ciklu dodajo nabor fluorescentno oznaœenih, delno degeneriranih
oktamernih oligonukleotidov, ki se hibridizirajo z namnoæenimi DNA-kloni.
Oligonukleotidi so oznaœeni z enim od øtirih fluorescentnih barvil, ki
ustrezajo identiteti osrednjih dveh nukleotidov (na poloæajih 4 in 5
oligonukleotida; dvobazno kodiranje). Po ligaciji in zajemanju slike v øtirih
kanalih se oznaœen del oktamera (nukleotidi 6 – 8) odcepi, pri œemer pusti
prost konec za nov cikel ligacije. Po desetih zaporednih ciklih (v katerih
preverijo kratek odsek) sistem vrnejo v zaœetno stanje z denaturacijo
podaljøanega oligonukleotida, proces pa ponovijo z uporabo
drugaœnega izhodiøœa (z uporabo novega zaœetnega oligonukleotida, ki
je za doloœeno øtevilo baz zamaknjen glede na prejønjega). Na ta naœin
v novem nizu ciklov ligacije preverijo naslednji odsek, ki se prekriva s
prejønjim, iz œesar lahko izpeljejo zvezno nukleotidno zaporedje. 

Platforma HeliScope (17) (Slika 4d) se razlikuje od ostalih v tem, da ne
potrebuje namnoæitve klonov, ampak se nukleotidno zaporedje doloœa
posameznim molekulam DNA (18). Posamezne molekule DNA preko poli-
A-repa veæejo na povrøino mreæe preko hibridizacije s
poli-T-oligonukleotidi. Molekule DNA so oznaœene s fluorescentnim
barvilom, kar po zajemanju slike omogoœi doloœitev koordinat, kjer se
posamezne molekule nahajajo in kjer bo potekalo doloœanje zaporedja.
Vsak cikel doloœanja zaporedja je sestavljen iz vkljuœevanja enega od
nukleotidov, ki je fluorescentno oznaœen. Temu sledi zajemanje slike
celotne mreæe in cepitev fluorescentnega oznaœevalca. 

6 Prednosti in slabosti tehnik
nove generacije doloœanja
nukleotidnega zaporedja in
moænosti uporabe

Tehnike doloœanja nukleotidnega zaporedja nove generacije imajo v
primerjavi z doloœanjem nukleotidnega zaporedja po Sangerju tako

prednosti kot slabosti. Prednosti so povezane z bistveno niæjo ceno na
doloœen nukleotid in hitrejøim doloœanjem zaporedja. Tehnike nove
generacije omogoœajo pripravo knjiænice in namnoæitev klonov in vitro,
s œimer odpade potreba po kloniranju v bakteriji E. coli. Mreæno
sekvenciranje omogoœa hkratno doloœanje do veœ sto milijonov
zaporedij, kar je bistveno veœ, kot je mogoœe s klasiœnim kapilarnim
loœevanjem. Zaradi imobilizacije na povrøini lahko relativno majhno
koliœino reagenta uporabijo na vseh molekulah DNA, ki jim hkrati
doloœajo zaporedje. To omogoœa manjøo porabo reagentov in niæjo
ceno doloœanja nukleotidnega zaporedja (6).

Slabosti novih tehnik vkljuœujejo kratko dolæino nukleotidnega
zaporedja, ki ga je moœ doloœiti posamezni molekuli in niæja toœnost
doloœitve posameznega nukleotida (povpreœno desetkrat niæja kot pri
doloœanju po Sangerju). Omenjeni znaœilnosti predstavljata izziv za
pripravo raœunalniøkih algoritmov, ki se uporabljajo za obdelavo
podatkov, pridobljenih z novimi tehnikami. Tehnike nove generacije so
prisotne zelo kratek œas, zato lahko sklepamo, da je prostora za
izboljøave øe veliko (6).

Trenutno doloœanje nukleotidnega zaporedja po Sangerju in tehnike
nove generacije na trgu uspeøno sobivajo, saj so usmerjene k razliœnim
namenom uporabe. Tehnike nove generacije se uporabljajo za
ponovno sekvenciranje æe doloœenih celotnih genomov ali tarœno
doloœenih delov. Uporabljajo se za doloœanje genomov bakterij ali
niæjih evkariontov, za doloœanje transkriptomov celic, tkiv ali organov
(doloœanje nukleotidnega zaporedja RNA), iskanje epigenetskih oznak
v povezavi z zgradbo kromatina, za doloœitev vrst in za odkrivanje novih
genov v okviru metagenomskih raziskav. Uporabnost novih tehnik za
posamezne aplikacije se razlikuje med posameznimi platformami, kar
je pri uporabi potrebno upoøtevati. Nekatere lastnosti posameznih
platform so zbrane v Tabeli 1 (6, 8).  

7 Prihajajoœe tehnike
Prihajajoœe tehnike nove generacije so v razliœnih stopnjah razvoja, od
idej do preizkuøanja posameznih principov, nekatere pa so tik pred
prihodom na trg. Pri njih gre veœinoma za pristope k doloœevanju
nukleotidnega zaporedja v realnem œasu, ki se moœno razlikuje od
zgoraj opisanih tehnik in omogoœa bistveno hitrejøe doloœanje
nukleotidnega zaporedja, saj se proces podaljøevanja polinukleotidne
verige ne prekinja z reverzibilnimi zakljuœevalci. 

Tabela 1: Primerjava nekaterih lastnosti komercialno dostopnih platform za doloœanje nukleotidnega zaporedja nove generacije (povzeto po (6)).
Table 1. Comparison of some characteristics of comercially available platforms for next generation sequencing (adapted from (6)).

Platforma Namnoæitev Naœin Naenkrat prebrana Celokupna prebrana Cena za doloœitev
klonov sekvenciranja dolæina [b] dolæina [gb] milijona baz

454 Emulzijski PCR Polimeraza – 330 0.45 ~ 60$
pirosekvenciranje

Solexa Premostitveni PCR Polimeraza – 75 – 100 18 – 35 ~ 2$
reverzibilni prekinjevalci

SOLiD Emulzijski PCR Ligaza – oktameri 50 30 – 50 ~ 2$
Polonator Emulzijski PCR Ligaza – nonameri 26 5 ~ 1$
HeliScope Ni namnoæitve – Polimeraza – 32 8 ~ 1$

posamezna asinhrono
molekula podaljøevanje
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Prvi pristop predstavlja doloœanje zaporedja s pomoœjo nanopor (19,
20). Pri tem nukleinske kisline usmerjajo skozi nanoporo, ki je lahko
bioloøkega izvora (npr. membranski protein alfa-hemolizin) ali pa
sinteznega izvora. Za sklepanje na nukleotidno zaporedje uporabljajo
razlike v elektriœni prevodnosti ob prehajanju DNA skozi poro, razliœica
postopka pa predvideva zaznavanje interakcij posameznih baz s poro.

Drugi pristop vkljuœuje spremljanje aktivnosti imobilizirane DNA
polimeraze v realnem œasu. Vkljuœevanje nukleotidov lahko spremljajo
s pomoœjo prenosa energije z resonanco fluorescence (FRET) med
polimerazo, oznaœeno s fluoroforom in nukleotidi, oznaœenimi z
drugaœnim fluoroforom na gama-fosfatu. Drugaœen pristop omogoœa
neposredno zaznavanje vkljuœevanja fluorescentno oznaœenih
nukleotidov, ki jih vzbujajo z laserjem doloœene valovne dolæine. Pri tem
opazovano podroœje lahko zmanjøajo na velikost, manjøo od valovne
dolæine laserja (pribliæno 100 nm) s pomoœjo detektorjev za valovno
usmeritev v niœelnem naœinu (zero-mode waveguide detectors), kar
omogoœa veœjo gostoto opazovanih dogodkov (21, 22). Opisana
tehnologija bo verjetno v kratkem tudi dostopna na trgu. 

8 Sklep
Doloœanje nukleotidnega zaporedja po Sangerju, ki se je razvilo v
sedemdesetih letih dvajsetega stoletja, je do konca stoletja doæivelo
zmeren razvoj, predvsem na podroœju avtomatizacije. Uporabljeno je
bilo pri veliki veœini projektov doloœanja genoma in je omogoœilo
pridobitev veœine podatkov, nakopiœenih v genskih podatkovnih bazah.
V zadnjih letih je priølo do prave eksplozije novih pristopov in tehnologij
doloœanja nukleotidnega zaporedja, ki obljubljajo hitrejøe in cenejøe
doloœanje nukleotidnega zaporedja. Nekatere nove tehnike se æe
uporabljajo v znanosti, druge pa se bodo v kratkem. Nove tehnike bi
lahko moœno vplivale na t. i. osebno medicino, a se je hkrati potrebno
zavedati, da je poleg pridobitve nukleotidnega zaporedja zelo
pomembna tudi njegova analiza in interpretacija rezultatov. V ta namen
bo potrebno razviti zmogljiva programska orodja, ki bodo te procese
avtomatizirala. Z gotovostjo pa lahko reœemo, da bo obœutna pocenitev
doloœanja nukleotidnega zaporedja omogoœila dostopnost tovrstnih
storitev øirøemu krogu ljudi.
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