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W 2001 roku zsekwencjonowanie jednego ludzkiego genomu kosztowalo okolo 3 miliardow
dolarow i zajelo 13 lat pracy miedzynarodowego konsorcjum. Dzis, korzystajac z

platformy lllumina NovaSeq X Plus, mozna to zrobic w ciagu 24 godzin za mniej niz 200
dolarow. Ta zmiana nie jest tylko imponujaca statystyka - to fundament, na ktorym
zbudowano cala nowoczesna genomike, ekologie molekularna i diagnostyke kliniczna. Jako
osoba, ktora na co dzien pracuje z danymi sekwencjonowania w projektach bioremediaciji,
widze, jak NGS stalo sie narzedziem tak powszechnym jak PCR - a mimo to wciaz budzi
wiele pytan wsrod osob, ktore dopiero zaczynaja przygode z biologia molekularna.

Czym jest NGS i dlaczego wyparlo sekwencjonowanie Sangera?

Sekwencjonowanie nowej generacji (NGS, ang. Next-Generation Sequencing) to zbiorcza
nazwa dla technologii umozliwiajacych rownolegle odczytywanie milionow lub miliardow
fragmentow DNA jednoczesnie. W odroznieniu od klasycznego sekwencjonowania Sangera,
gdzie analizuje sie jeden fragment na raz, NGS przetwarza masowo - stad alternatywna
nazwa: sekwencjonowanie masowe rownolegle (ang. massively parallel sequencing).

Sekwencjonowanie Sangera nie zniknelo - wciaz sie go stosuje do walidacji pojedynczych
mutacji, klonowania czy sekwencjonowania krotkich fragmentow, gdzie wymaga sie
stuprocentowej dokladnosci odczytu. Ale gdy potrzebujemy przeskanowac caly egzom,
zbadac mikrobiom gleby liczacy tysiace gatunkow bakterii albo wykryc warianty
somatyczne w guzie nowotworowym obecne w mniej niz 1% komorek, Sanger po prostu nie
nadaje sie do tego zadania. NGS zmienia skale mozliwosci o kilka rzedow wielkosci.

Trzy platformy, ktore definiuja rynek

Rynek NGS jest zdominowany przez trzy technologie, radykalnie rozniace sie zasada
dzialania, dlugoscia odczytow i zastosowaniami. Warto je znac, zanim zaplanuje sie
eksperyment lub zinterpretuje dane z zewnetrznego laboratorium.

lllumina - zloty standard krotkich odczytow

lllumina przez ponad dekade kontrolowala ponad 80% rynku sekwencjonowania na swiecie.
Jej technologia opiera sie na metodzie sekwencjonowania przez synteze z odwracalnymi
terminatorami (ang. sequencing by synthesis, SBS). Praktycznie: fragmenty DNA sa
amplifikowane na powierzchni flow cella, tworzac klastry identycznych kopii. Nastepnie
polimeraza DNA wbudowuje znakowane fluorescencyjnie nukleotydy jeden po drugim, a
kamera rejestruje sygnal po kazdym cyklu.

Odczyty llluminy maja typowa dlugosc 150 par zasad (PE150) w trybie paired-end, choc
dostepne sa tez konfiguracje 100 bp i 250 bp. Dokladnosc na poziomie Q30 (czyli 99,9%
poprawnych nukleotydow) jest standardem. Platformy takie jak NovaSeq X Plus generuja do
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16 terapar zasad na jeden przebieg - wystarczajaco, aby zsekwencjonowac ponad 6000
ludzkich genomow z 30-krotnym pokryciem.

Slaboscia sa krotkie odczyty, ktore utrudniaja montaz genomow z duza iloscia powtorzen

oraz wykrywanie strukturalnych wariantow chromosomowych. Dlatego lllumina swietnie
sprawdza sie w resekcwencjonowaniu (resequencing), analizie RNA-seq, ChIP-seq, ATAC-seq
i amplikon-sekwencjonowaniu mikrobiomow.

Oxford Nanopore - sekwencjonowanie w czasie rzeczywistym

Oxford Nanopore Technologies (ONT) wprowadzili cos, co jeszcze 10 lat temu brzmialo jak
science fiction: urzadzenie wielkosci pendrive'a zdolne do sekwencjonowania DNA w
terenie. MinlON podlacza sie do laptopa przez USB i moze pracowac w szpitalu polowym,
na lodzi badawczej czy - co widzialam na wlasne oczy - na skraju torfowiska podczas
monitoringu mikrobiologicznego.

Zasada dzialania jest calkowicie inna niz w lllumina. Czasteczka DNA przeplywa przez
nanopory bialkowe osadzone w syntetycznej membranie. Kazda kombinacja nukleotydow
przesuwajacych sie przez por zaburza przeplyw pradu elektrycznego w charakterystyczny
sposob. Algorytm (tzw. basecaller, np. Dorado) przeksztalca zapis zmian pradu w
sekwencje nukleotydow.

Kluczowa zaleta: dlugosc odczytow jest praktycznie nieograniczona. Typowe odczyty maja
10-50 kb, ale zdarzaja sie odczyty przekraczajace 2 Mb (megapary zasad) - to caly
chromosom odczytany jako jeden ciagly fragment. Takie dane sa bezcenne przy montazu
genomow, wykrywaniu strukturalnych wariantow i analizie modyfikacji epigenetycznych
(metylacji DNA) bezposrednio z surowego sygnalu.

Historyczna slaboscia Nanopore byla wysoka stopa bledow - pierwsze wersje chemii
sekwencjonowania osiagaly dokladnosc 85-90%. Najnowsza chemia R10.4.1 w trybie duplex
osiaga dokladnosc powyzej 99,5%, zblizajac sie do standardow Illuminy przy zachowaniu
zalet dlugich odczytow.

PacBio - dlugie odczyty z wysoka dokladnoscia

Pacific Biosciences (PacBio) oferuje technologie SMRT (ang. Single Molecule Real-Time
sequencing). DNA polimeraza sekwencjonuje pojedyncza czasteczke DNA w czasie
rzeczywistym w specjalnych studniach ZMW (ang. zero-mode waveguides). Fluorescencyjne
sygnaly emitowane przy wbudowywaniu kazdego nukleotydu sa rejestrowane z
rozdzielczoscia nhanosekundowa.

Najnowszy tryb pracy, HiFi (CCS - Circular Consensus Sequencing), polega na
wielokrotnym przejsciu polimerazy po czasteczce kolistej DNA. Efektem sa odczyty o
dlugosci 15-25 kb z dokladnoscia powyzej 99,9% (Q30+). To unikalne polaczenie dlugosci

i precyzji, ktore czyni PacBio niezastapionym w de novo montazu genomow referencyjnych,
analizie izoform RNA (Iso-Seq) i wykrywaniu tandemowych powtorzen.

Wada jest koszt - sekwencjonowanie PacBio jest drozsze niz lllumina przy porownywalnej
liczbie par zasad. Platforma Revio z 2023 roku znacznie obnizyla koszty (do okolo 10-15
dolarow za gigapare zasad), ale wciaz nie dorownuje ekonomice llluminy w zastosowaniach
wymagajacych duzej glebokosci pokrycia.
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Przygotowanie biblioteki DNA - co dzieje sie przed sekwencjonowaniem?

Zanim probka trafi do sekwenatora, musi przejsc przez wieloetapowy proces przygotowania
biblioteki. To wlasnie tutaj popelnia sie najwiecej bledow, ktore bezposrednio

przekladaja sie na zla jakosc danych - i zaden algorytm bioinformatyczny nie potrafi

tego naprawic.

Ekstrakcja i ocena jakosci DNA

Punktem wyjscia jest izolacja DNA o odpowiedniej czystosci i integralnosci. Dla
sekwencjonowania lllumina wystarczy DNA o sredniej dlugosci fragmentow powyzej 20 kb i
stosunku absorbancji A260/A280 w zakresie 1,8-2,0. Dla PacBio i Nanopore (dlugie
odczyty) potrzebujemy DNA o dlugosci fragmentow powyzej 50-100 kb, co wymaga
delikatniejszych protokolow - pipetowanie z szeroka koncowka, unikanie vortexowania.

Do oceny integralnosci DNA stosuje sie elektroforeze na zelu agarozowym, system Agilent
Femto Pulse lub Genomic DNA ScreenTape (TapeStation). Stezenie mierzy sie
fluorometrycznie (Qubit), a nie spektrofotometrycznie (NanoDrop) - NanoDrop jest mnigj
czuly na zanieczyszczenia RNA i nie odroznia jednoniciowego DNA od dwuniciowego.

Fragmentacja i naprawianie koncow

W przypadku llluminy DNA fragmentuje sie do pozadanej dlugosci - najczesciej 300-500 bp
dla PE150. Fragmentacje przeprowadza sie enzymatycznie (np. zestawy Kapa HyperPlus) lub
mechanicznie (sonikacja, np. Covaris M220). Po fragmentacji konce czasteczek sa
naprawiane (end-repair), adenylowane (A-tailing) i ligowane z adapterami.

Adaptery to krotkie dwuniciowe oligonukleotydy zawierajace sekwencje komplementarne do
powierzchni flow cella oraz sekwencje indeksujace (barcodes), ktore pozwalaja na
multipleksowanie - laczenie wielu probek w jednym przebiegu sekwenatora.

Multipleksowanie jest kluczem do ekonomicznosci NGS: na jednym flow cella NovaSeq mozna
jednoczesnie sekwencjonowac setki probek.

Amplifikacja i kontrola jakosci biblioteki

Gotowa biblioteke amplifikuje sie PCR (najczesciej 4-8 cykli), a nastepnie ocenia jej
jakosc - stezenie (Qubit), rozklad wielkosci fragmentow (Bioanalyzer lub TapeStation) i
brak dimerow adapterow. Dimery adapterow to zmora kazdego laboratorium: krotkie
artefakty, ktore konkuruja z prawdziwymi fragmentami podczas klastrowania i marnuja
przepustowosc sekwenatora.
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