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Sazetak

ekvenciranje genoma vazan je korak u odredivanju korelacije izmedu genotipa i obiljezja fenotipa.

Tehnologije sekvenciranja vazne su u mnogim podrucjima prirodnih i biomedicinskih znanosti. Razdo-

blje razvoja sekvenciranja podijeljeno je na etiri generacije. Sekvenciranje prve generacije ukljucuje

sekvenciranje sintezom (Sangerovo sekvenciranje) i sekvenciranje cijepanjem (Maxam-Gilbertovo
sekvenciranje). Sangerovo sekvenciranje omogucilo je potpuno odredivanje sekvencija razlicitih genoma,
ukljucujudi i ljudski, te je pruzilo temelj razvoju tehnologija druge, trece i etvrte generacije, poznatih pod
zajednickim nazivom sekvenciranja novih generacija, pomocu kojih su prevladana odredena ogranicenja San-
gerove metode. No unato¢ mnogim prednostima poput brzine, cijene i paralelnosti, to¢nost i duljina o¢itanja
Sangerova sekvenciranja i dalje ih nadmasuje te im ograni¢ava upotrebu najcesce na postupak resekvenci-
ranja. Zbog toga se pojavljuje stalna potreba za razvojem poboljsanih tehnologija sekvenciranja u stvarnom
vremenu. Sliledom bibliografskih izvora dani su podaci u ovom radu kratak povijesni pregled razvoja tehno-
logija sekvenciranja novih generacija (engl. next generation sequencing, NGS).

Kljucne rijeci: sekvenciranja novih generacija, sekvenceri druge generacije, sekvenceri trece generacije, se-
kvenceri Cetvrte generacije

Abstract

Genome sequencing is a significant step in determining the correlation between genotype and phenotype
traits. Sequencing technologies are important in many fields in the life and biomedical sciences. The era of
sequencing development is divided into four generations. First generation sequencing includes sequencing
by synthesis (Sanger sequencing) and sequencing by cleavage (Maxam-Gilbert sequencing). Sanger sequen-
cing enabled the complete sequencing of various genomes, including human, and provided the foundation
for the development of second, third and fourth-generation technologies, collectively known as “new-ge-
neration sequencing,” that overcame certain limitations of Sanger method. But despite many advantages
in terms of speed, cost and parallelism, the accuracy and read length of Sanger sequencing still surpasses
them and limits their use mainly to resequencing procedure. Consequently, there is a constant need to deve-
lop improved real time sequencing technologies. Following the bibliographic sources, the data given in this
paper are a brief historical overview of the development of next generation sequencing technologies (NGS).

Key words: Next generation sequencing, Second-generation sequencers, Third-generation sequencers,
Fourth-generation sequencers.
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Uvod

Redoslijed nukleinskih kiselina u polinukleotidnim
lancima genoma jezgre i mitohondrija sadrzava in-
formaciju za nasljedna i biokemijska svojstva svih
zivih organizama na zemlji. Postupak odredivanija re-
doslijeda nukleotida u molekuli DNA (engl. deoxyri-
bonucleic acid, DNA; hrv. deoksiribonukleinska kise-
lina, DNK) naziva se sekvenciranje DNA. Ukljucuje
bilo koju metodu ili tehnologiju kojom se odreduju
sekvencije pojedinih gena, vecih genetskih podrucja
(tj. nakupina gena ili operona), cijelih kromosoma
ili genoma bilo kojeg organizma, te je najucinkovitiji
nacin neizravnog sekvenciranja molekule RNA (engl.
ribonucleic acid, RNA; hrv. ribonukleinska kiselina,
DNK) ili proteina.

Dalje su u radu opisane pojedine metode sekven-
ciranja s naglaskom na njihove prednosti i nedostat-
ke te je dan pregled naprednih tehnika sekvenciranja
razvijenih u posljednja dva desetljeca.

Dvije vrlo razlicite metode sekvenciranja DNA
objavljene su 1977. Godine: Maxam-Gilbertova me-
toda kemijskog cijepanja (Maxam i Gilbert, 1977.) i
Sangerova dideoksi-metoda (Sanger i sur., 1977.).

Metodu sekvenciranja prve generacije pozna-
tu pod nazivom Sangerova metoda sekvenciranja
(engl. Sanger’s method; dideoxy sequencing; chain
termination) razvio je F. Sanger 1977. godine u su-
radniji sa svojim kolegama te objavio sekvenciju viru-
snoga genoma od preko 5000 parova baza (Sanger
i sur., 1977.; Heather i Chain, 2016.). U dideoksi-me-
todi se rabe DNA uzorak, pocetnica za sekvencira-
nje, DNA polimeraza, nukleotidi (engl. deoxynucleo-
tide triphosphates; dNTPs), dideoksinukleotidi (engl.
dideoxynucleotide triphosphates; ddNTPs) i reakcij-
ski pufer. Postavljaju se ¢etiri zasebne reakcije sa ra-
dioaktivno obiljezenim nukleotidima i dideoksinukle-
otidima. DNA polimeraza u svakom koraku produzi-
vanja lanca DNA dodaje dNTP ili odgovarajuci ddNTP.
Vezanje dNTP (A, C, G ili T) za 3~ kraj DNA lanca
omogucuje daljnje produljenje, no uslijed vezanja
ddNTP-a (ddA, ddC, ddG ili ddT) biva zaustavljeno.
Dideoksi sekvenciranje rezultira stvaranjem lanaca
(fragmenata) razlicitih duljina koji na 3™~ kraju zavr-
Savaju dideoksinukleotidima. Dobiveni fragmenti se
razdvajaju elektroforezom s obzirom na njihovu ve-
licinu, u razlucivosti jedne baze (Anonimus, 2009).
Tijekom niza godina Sangerova metoda dozivijela je
brojna poboljsanja. Prije svega, obiljezavanje radi-
oaktivnim izotopima zamijenjeno je odredivanjem
temeljenim na fluorimetriji, a elektroforeza na po-
liakrilamidnom gelu s kapilarnom elektroforezom.
Te su promjene pridonijele razvoju automatiziranih
strojeva za DNA sekvenciranje, a u konacnici i njiho-
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ve komercijalizacije te primjene u sekvenciranju sve
sloZenijih genoma (Heather i Chain, 2016.).

Automatizirana Sangerova metoda smatra se
tehnologijom prve generacije (engl. first generation
sequencing, FGS), a novije tehnologije sekvenciranja
onima nove generacije (engl. next generation sequ-
encing, NGS) (Metzker, 2010).

Sekvenceri druge generacije

Razvoj nove generacije sekvencera, nastao radi
uklanjanja nedostataka prve generacije, obiljezio je
2005. godinu i nadolazece razdoblije.

Osnovne znacajke i prednosti tehnologije sekven-
ciranja druge generacije su: (1) paralelno citanje vise
milijuna odsjecaka, (2) veca brzina postupka, (3) niski
trogkovi i (4) izravno prepoznavanje ili dokazivanje
izlazne sekvencije bez upotrebe elektroforeze (Kcho-
ukisur., 2017.).

S obzirom na to da je priprema knjiznice DNA pre-
sudan korak, kod NGS tehnologije nije potrebno klo-
nirati DNA fragmente za sekvenciranje (Choudhuri,
2014.).

Nedostaci su relativno kratka o¢itanja sto oteza-
va i vremenski produljuje sastavljanje genoma (engl.
genome assembly). Kako bi se otitala ili vizualizirala
cijela sekvencija, o€itani fragmenti moraju biti pore-
dani pravilnim redoslijedom i u ispravnom broju kopi-
ja te podvrgnuti racunalnoj obradi, ¢ime na vaznosti
dobiva razvoj ucinkovitih programa za sastavljanje
genoma (engl. assemblers) (van Dijk i sur., 2014.).

Sve NGS tehnologije o kojima je rije¢ u nastavku
primjenjuju sljedece korake: (1) priprema knijiznice
DNA (stvaranije ili kreiranje zbirke fragmenata za se-
kvenciranje), (2) imobilizacija fragmenata knjiznice
na solidnu potporu, (3) umnozavanje fragmenata,
(4) masovno paralelno sekvenciranje fragmenata i
(5) ratunalno sastavljanje sekvencije.

Pristupi (nacela) sekvenciranja kratkih ocitanja
(engl. short-read sequencing) podijeljeni su u dvi-
je siroke kategorije: sekvenciranje ligacijom (engl.
sequencing by ligation, SBL) i sekvenciranje sinte-
zom (engl. sequencing by synthesis, SBS) koji su
najcesce svrstani u tri glavne tehnologije: (1) Roche
/ 454 predstavljena 2005. godine, (2) Illumina / So-
lexa 2006. godine i (3) ABI/ SOLID tehnolohija 2007.
godine (Goodwin i sur., 2016.; Kchouk i sur., 2017.).

Kod SBL pristupa sekvencija probe vezane za
fluorofor najprije se hibridizira s DNA fragmentom
te zatim ligira za susjedni oligonukleotid da bi se
omogucio postupak skeniranja. Emisijski spektar
fluorofora otkriva vrstu baze ili vise baza komple-
mentarnih specifitnim poziciiama unutar probe.




Kod SBS pristupa primjenjuje se polimeraza i signal
(poput fluorofora ili promjene u koncentraciji iona)
koji prepoznaje dodavanje nukleotida u lanac koji
se produzuje (elongira). U vecini SBL i SBS pristupa
klonsko amplificiranje DNA izvodi se na ¢vrstoj pod-
lozi. Nekoliko tisu¢a kopija fragmenata smjeStenih
na toc¢no odredenim mjestima osigurava emitiranje
ili proizvodnju dovoljno jakog signala koji se moze
jasno razlikovati od pozadinskog Suma (Goodwin i
sur., 2016).

Roche 454

Oko 20 godina nakon razvoja Sangerove dideoksi
metode, P. Nyrén objavljuje tehniku pirosekvencira-
nja (engl. pyrosequencing) koja utire put razvoju i
komercijalizaciji visokoproto¢nog i masivno paralel-
nog sekvenciranja velikih razmjera, danas poznatog
pod nazivom tehnologije sekvenciranja novih gene-
racija ili sekvenciranja novih generacija (engl. next
generation sequencing, NGS) (Choudhuri, 2014).

Prva NGS tehnologija koja se pojavila na trzistu
2005. godine bila je metoda 454 pirosekvenciranja
biotehnologke tvrtke 454 Life Sciences (sada Roc-
he). Sekvencer genoma 454 (Roche / 454) stvorio je
u samom pocetku oko 200 000 (~ 20 Mb) sekvencija
duzine o¢itanja 110 parova baza (engl. base pair, bp)
(van Dijk i sur., 2014.). Pokrivenost sekvencije izno-
sila je 10 puta (10 x). Pokrivenost ili dubina otitanja
(engl. coverage) oznatuije koliko je puta ponovljeno
sekvenciranje baza genoma (ciljne sekvencije). Viso-
ka pokrivenost osigurava vecu to¢nost u postupku
sekvenciranja. Do 2013. godine prosjecna duzina o¢i-
tanja povecana je na 700 - 800 bp. Razvojem tehno-
logije povecava se i prosje¢na duljina o¢itanja.

Pirosekvenciranje se temelji na nacelu SBS-a.
Svaki put kada DNA polimeraza produzi lanac DNA,
oslobodi se molekula pirofosfata (PPi), a svaka oslo-
bodena molekula pokrece niz reakcija koje ¢e napo-
sljetku stvoriti dokazivu energiju u obliku svjetla.
Broj emitiranih fotona u svakom predlosku jednak
je broju nastalih pirofosfata. Prema tome ova tehni-
ka omogucuje otkrivanje sekvencije gena u realnom
vremenu i stoga je prihvatljiva za brzo otkrivanje
tockastih mutacija u sekvenciji, genotipizaciji mono-
nukleotidnog polimorfizma (engl. single-nucleotide
polymorphism; SNP), ukljucujuci genotipizaciju mi-
kroorganizama.

U postupku pirosekvenciranja DNA predlozak
(uzorak) koji treba sekvencirati najprije se umnozi
lan¢anom reakcijom polimeraze (engl. polymera-
se chain reaction, PCR). Duzina amplikona (produkt
umnozavanija fragmenta DNA, PCR produkt) obi¢no
je manja od 200 bp za ucinkovito pirosekvenciranie,
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no moze biti i veca. Broj ciklusa u redovitom PCR-u
iznosi oko 30, a u onom namijenjenom pirosekvenci-
ranju oko 50, Sto osigurava najve¢u mogucu iskori-
Stenost pocetnica i slobodnih nukleotida (Choudhuri,
2014.). PCR pocetnice (engl. PCR primers) jesu krat-
ki fragmenti jednolancane DNA (engl. single-stran-
ded DNA; ssDNA) koji odgovaraju sekvencijama na
krajevima ciljinog segmenta DNA, a potrebni su za
pokretanje sinteze DNA u PCR-u (Clark i Pazdernik,
2013.). Jedna od dvije PCR pocetnice biotinilirana je
na 5’-kraju lanca. PCR produkt s biotiniliranim kra-
jem uhvacen je na zrnce sefaroze oblozene strep-
tavidinom (bakterijski protein s visokim afinitetom
vezanja za biotin). Biotinilirani lanac sluzi kao predlo-
zak za pirosekvenciranje te se prije samog postupka
denaturira luzinom i procisti. Pirosekvenciranje se
izvodi na plo€ama s odredenim brojem jaZica i zapo-
¢inje nakon dodavanja pocetnice za pirosekvencira-
nje (trece pocetnice) koja se postupno veze na bio-
tinilirani procisceni predlozak u prisutnosti Cetiri en-
zima - DNA polimeraze, ATP sulfurilaze, luciferaze i
apiraze te dva supstrata - adenozin 5’-fosfosulfat
(APS) i luciferina, ali bez deoksinukleotid-trifosfata
(dNTPs). Zatim se pojedinacni dNTP-ovi dodaju re-
akciji, uzastopno prema to¢no odredenom redoslije-
du koji je prethodno programiran. Od ¢etiri dNTP-a,
umjesto deoksiadenozin-trifosfata (dATP) dodaje se
deoksiadenozin alfa-tio trifosfat (dATPaS). Ako je
dodani dNTP komplementaran s bazom na uzorku
DNA, polimeraza ce ga povezati pri ¢emu ce se oslo-
boditi pirofosfat (PPi). ATP sulfurilaza koristi ovaj PPi
i APS za generiranje ATP-a koji je potreban luciferazi
za oksidiranje luciferina u oksiluciferin uz istodobnu
emisiju svjetlosti koja se biljezi CCD senzorom (engl.
charge-coupled device; CCD) u obliku vrane vrijed-
nosti signala (engl. peak; peak value). Zbog stehi-
ometrije kemijske reakcije visina vréne vrijednosti
signala izravno je proporcionalna broju ugradenih
nukleotida, Sto znati da ce se prilikom uzastopnog
ugradivanja dviju jednakih baza visina vrsne vrijed-
nosti signala udvostruciti, odnosno signal nece na-
stati u slucaju da dodani dNTP ne nadopunijuje bazu
predloska, a spomenuti ¢e dNTP biti razgraden dje-
lovanjem apiraze. Vrlo je vazno zadrzati reakciju api-
raze da bi razina pozadinskog signala bila niska. Graf
koji se dobiva kao rezultat pirosekvenciranja naziva
se pirogram (Choudhuri, 2014.).

Tehnologija 454 NGS jest poboljsanje standar-
dnog postupka pirosekvenciranja u obliku vezanja
samo jednog fragmenta na jedno zrnce, odnosno
formiranja tzv. monoklonskih zrnaca. Knijiznica se-
kvencija povecava se pomocu emulzijskog PCR-a
(em-PCR) kod kojeg se jedna molekula DNA pred-
loska klonski amplificira u emulziji tipa voda u ulju
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(V/U), a sekvenciranje fragmenata izvodi metodom
pirosekvenciranja.

Ukratko, tehnologija obuhvaca sljedece korake:
(1) priprema knjiznice DNA (fragmentiranje DNA +
ligacija adaptora), (2) formiranje kompleksa jedan
fragment - jedno zrnce, (3) umnozavanije fragmena-
ta em-PCR metodom, (4) prociscavanjei (5) sekven-
ciranje sintezom (slika 1.) (Choudhuri, 2014).

Proces zapocinje cijepanjem velikih DNA moleku-
la na fragmente duzine oko 800 do 1000 bp. Kod na-
vedenih dvolan¢anih fragmenata DNA (engl. double
stranded DNA, dsDNA) oba lanca zavr3avaju parom
nukleotidnih baza (tzv. tupi ili polirani kraj). Tupi kra-
jevi (zavrseci) ligirani su univerzalnim adaptorima (A
i B). Navedeni adaptori pruzaju pocetne sekvencije
za amplifikaciju i sekvenciranje. Fragmenti dsDNA
povezani s A i B adaptorima izdvojeni su primjenom
streptavidin-biotin postupka procis¢ivanja, denaturi-
rani luzinom u jednolan¢ane molekule i uhvaceni na
zrnca mikrometarske velicine u omjeru 1: 1 DNA /
zrnca (bez viska DNA kako bi se osiguralo stvaranje
monoklonskih zrnaca). Povrsina zrnaca nosi oligo-
nukleotide komplementarne sekvencijama adaptora
knjiznice fragmenata. DNA fragmenti, zrnca i PCR re-
agensi spajaju se unutar vodene smijese koja se po-
tom mijesa sa sintetickim uljem i snazno protrese.
TreSnja rezultira stvaranjem V/U emulzije, odnosno
emulzijskih kapljica (tzv. mikroreaktora). Vecina ka-
pljica sadrzava samo jedno zrnce i jedan fragment
DNA okruzen vodenim slojem, oko kojega se nalazi
sloj ulja. U svakoj kapljici fragment se PCR-om klon-
ski amplificira. Ovaj postupak PCR-a naziva se emul-
zijskim PCR-om (em-PCR). Tako ¢e svako zrnce na
svojoj povrsini nositi PCR produkte amplificirane od
samo jedne molekule iz knjiznice predlozaka. 1z tog
se razloga navedena zrnca nazivaju monoklonskim
zrncima. Nakon ispiranja hibridiziranih fragmenata
na povrsini zrnaca ostat ¢e uhvaceni samo spome-
nuti jednolancani fragmenti DNA. Slijedi procisci-
vanje zrnaca od sloja ulja i nanosenje amplificiranih
fragmenata DNA knijiznice na plo¢u za pirosekven-
ciranje (engl. picotiter plate, PTP) koja sadrzava 1,6
milijuna plitica promijera oko 44 pm i zapremnine 75
pikolitra (pL). U svaku se pliticu dodaje samo jedno
zrnce i reaktivna smjesa za pirosekvenciranje. PTP
se zatim stavlja u platformu za automatsko pirose-
kvenciranje, poput Roche 454 GS-FLX1 sustava, u
kojoj su DNA fragmenti izlozeni masovnom paralel-
nom pirosekvenciranju. Zrnca bez DNA fragmenata
bivaju eliminirana, a ona s vise razli¢itih tipova fra-
gmenata (tzv. poliklonalna zrnca) filtrirana tijekom
obrade dobivenih rezultata pirosekvenciranja odno-
sno pirograma (Choudhuri, 2014.).
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Slika 1. Shematski prikaz rada 454 pirosekvenciranja (pre-
uzeto i prilagodeno prema: Choudhuri, 2014.).

IlWlumina Solexa

Illumina tehnologiju sekvenciranja (engl. Illumi-
na dye sequencing) razvili su S. Balasubramanian i
D. Klenerman sa Sveucilista u Cambridgeu i nakon
toga osnovali tvrtku Solexa, poslije kupljenu od stra-
ne tvrtke Illumina (Bharagava i sur., 2019). Prvi So-
lexa sekvencer (Genome Analyzer) predstavljen je
2006. godine. U pocetku je mogao generirati 1 Gb
sekvencija u jednom otitanju (do 2011. godine koli-
tina se povecala na 600 Gb), pokrivenosti 30 x. Do
2013. godine vrijeme sekvenciranja HiSeq Platforme
2000/2500 trajalo je 11 dana za redoviti ili dva dana
za brzi natin rada, a prosjetna duljina ocitanja iznosi-
la je “100 bp. Kao sto je ve¢ navedeno vrijednosti su
proizvoljne jer se s vremenom nastavljaju poboljsa-
vati (Choudhuri, 2014.). Tehnologija se temeliji na pri-
mijeni reverzibilnih obojenih (obiljezenih fluorescen-
tnom bojom) terminacijskih nukleotida koji omogu-
¢uju prepoznavanie pojedinih baza nakon dodavanja
u lance DNA (Bharagava i sur., 2019).

Glavni su koraci u Ilumina (Solexa) tehnologiji
sljedeci: (1) priprema knjiznice DNA (fragmentiranje
DNA + ligacija adaptora), (2) vezanje pojedinacnih
molekula DNA za povrsinu protocnih ¢lanaka, (3)
umnozavanje mostova, (4) stvaranje klastera i (5)
sekvenciranje sintezom.

Za pripremu knjiznice DNA sekvencija dugacki
lanac DNA nasumi¢no je fragmentiran ultrazvukom
pri ¢emu nastaju fragmenti tupih krajeva na koje se
zatim ligiraju adaptori. Ligirani fragmenti odabrani
su s obzirom na duzinu (250 - 350 bp) i podvrgnu-
ti kratkom broju ciklusa PCR (10 - 15) radi njihova
umnozavanja, sto se potvrduje elektroforezom u




gelu. Nakon denaturacije fragmenata dsDNA dobi-
veni jednolancani fragmenti vezat ¢e se za povrsinu
protocnih ¢lanaka na kojima se nalaze oligonukle-
otidne pocetnice. Navedene pocetnice imobiliziraju
fragmente vezuci se za adaptore. Sljedeci je korak
stvaranje gustih nakupina fragmenata, tzv. klastera.
Najprije su imobilizirani fragmenti podvrgnuti stan-
dardnom PCR umnozavaniju radi proizvodnje velikog
broja kopija izvornog fragmenta koje su zatim lokali-
zirane u tijesnom klasteru. Dvolan¢ani PCR produkti
u klasteru su denaturirani, a izvorni fragmenti (hi-
bridizirani na oligonukleotidne pocetnice koje sluze
kao uzorak za amplifikaciju) isprani su ostavljajuci
povrsinski usidrene novosintetizirane lance. Novo-
sintetizirani lanci hibridiziraju se s najblizom pocet-
nicom tvoreci pritom formu mosta. Polimeraza u
PCR smijesi produljuje hibridiziranu pocetnicu tvoreci
dvolan¢ani most. Ovakav postupak PCR amplifikacije
naziva se premoscujuci PCR (engl. bridge polymera-
se chain reaction; bridge PCR; bridge amplification;
surface PCR; Illumina sequencing). Nakon denatu-
racije dvolantanog mosta dobivaju se dvije jedno-
lan¢ane molekule, obje vezane za povrsinu. Ciklusi
premoscujuceg PCR-a ponavljaju se radi dobivanja
klastera jednolan¢anih produkata. Pocetni klasteri
sastoje se od nakupina orginalnih i komplementarnih
lanaca. Nakon odvajanja i ispiranja komplementarnih
lanaca na povrsini ostaju vezani samo orginalni lanci
(slika 2.) (Choudhuri, 2014.).

Prvi ciklus sekvenciranja pokrenut je dodavanjem
sva cetiri reverzibilna terminacijska nukleotida - od
kojih je svaki obiljezen razli¢itim fluoroforom (engl.
fluorophore), potetnica za sekvenciranje i DNA po-
limeraze proto¢nim ¢lancima. Polimeraza moze
produziti lanac vezuci samo po jednu bazu (ugrad-
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njom baza komplementarnih bazama predloska), a
elongacija ¢e biti zaustavljena nakon inkorporacije
baze s blokiranim 3’-krajem. Baze koje nisu ugrade-
ne uklanjaju se dok se ugradene izlazu laserskom
pobudivanju pri ¢emu se emitirana fluorescencija
snima CCD (engl. charge-coupled device) kamerom.
Na taj se natin dobiva slika prve baze, odnosno kod
svakog se fragmenta biljezi i snima prva baza. Na-
kon toga se s prve baze kemijskim postupkom uklo-
ni fluorofor i blokirani 3'-OH kraj omogucuijuci tako
odvijanje sljedeceg ciklusa. Ciklus se ponavlja kako
bi se odredio redoslijed baza u svakom fragmentu,
odredivanjem jedne baze po ciklusu. Sekvencija se
sastavlja pomocu racunalnog softvera pri ¢emu se
koristi referentni genom (engl. reference genome;
reference assembly). Ako referentni genom nije po-
znat i sekvencija je nova, primjenjuje se postupak de
novo sastavljanja genoma (Choudhuri, 2014.).

ABI 50LiD

Applied Biosystems (sada dio tvrtke Life Teh-
nologies) komercijalizirali su svoju SOLID tehnolo-
giju 2008. godine. Skracenica SOLID ima sljedece
znacenje - sekvenciranje ligacijom oligonukleotida
i detekcijom (engl. sequencing by oligonucleotide
ligation and detection). Za razliku od tehnologi-
je 454 i Solexa koje koriste SBS, SOLID tehnologija
upotrebljava SBL pristup (Choudhuri, 2014). Jedina
je molekularna tehnologija koja se koristi SBL pristu-
pom te pokazuije visoku to¢nost i brzinu. Unapreduje
i znatno smanjuje stope pogreSaka u usporedbi sa
sekvenciranjem baziranim na aktivnosti polimeraze
SBS pristupa (Bharagava i sur., 2019.). Najnovije SO-
LiD platforme poput SOLID 4 sustava mogu proizve-

-~ Hybridingd sarand
el fwdy

T Suriace-
anchored strands

smﬂmmw
egernciactides  ampthoaton..
Strand bents -
and hybndzes —h-/l/
10 form Eidgs

Forwde,..
srard
clusters Socuencing LT .}.4 d 'y 7 e
—_— — ® G o o
ikl BelEl Bl B

@

Image
Sequance of fagment 1- GTGG. .., Sequenca of fragmeant 2- CATC

Beqguance of fragment 3= AGCT...., Sequence of fragment 4- TCAA ..,

Slika 2. Shematski prikaz rada lllumina (Solexa) sekvenciranja (preuzeto i prilagodeno prema: Choudhuri, 2014.).
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sti 80 - 100 Gb sekvencija DNA po citanju, pokrive-
nosti 30 x. Do 2013. godine prosje¢na duljina otita-
nja iznosila je ~ 50 bp. Navedene vrijednosti (brojevi)
nisu konacne jer se s vremenom stalno poboljsavaju
(Choudhuri, 2014.).

Ukratko, tehnologija obuhvaca sljedece korake:
(1) priprema knjiznice DNA (fragmentiranje DNA +
ligacija adaptora), (2) formiranje kompleksa jedan
fragment - jedno zrnce, (3) umnoiavan]e fragmena—
zacija zrnaca na staklenu povrsinu i (6 ) sekvencira-
nje ligacijom.

Priprema knijiznice za SOLID sustav sekvencira-
nja ukljucuje fragmentiranje velikih molekula DNA
na fragmente duljine 400 - 600 bp. Na popravljene
krajeve fragmenata ligirani su adaptori koji su zatim
imobilizirani na paramagnetska zrnca. Postupak ra-
zriedivanja i ucvrscivanja osigurava vezanje samo
jednog fragmenta po lokaciji. Fragmenti na zrncima
umnozeni su em-PCR metodom. Zrnca s produlje-
nim fragmentima odvojena su od nezeljenih zrnaca,
a produzeni fragmenti modificirani na 3’-kraju nakon
¢ega su zrnca imobilizirana na staklenu povrsinu.
Sekvenciranije ligacijom ABI SOLID tehnologije bazira
se na primjeni sustava od dvije baze za odredivanje
sekvence te fluorescentnih boja za dokazivanije. Ovaj
je postupak poznat i kao dekodiranje s dvije baze
(engl. two-base encoding) (slika 3.). Sustav rabi ce-
tiri fluorescentne boje za ispitivanje Sesnaest mo-
gucih kombinacija s dvije baze i odredeni broj proba
(engl. probe) (Choudhuri, 2014.).

Svaka je proba u ovom postupku duljine osam
nukleotida (tzv. oktamer), prve dvije baze na 3'-kra-
ju probe imaju jedinstvenu kombinaciju, a fluorofor
je vezan za njezin 5’-kraj. Postupak zapocinje kad
se pocetnica za sekvenciranje hibridizira s univer-
zalnim adaptorom (engl. adaptor). Zatim se proba
koja sadrzava kombinaciju dviju nukleotidnih baza
komplementarnih dvjema bazama na 5’-kraju fra-
gmenta (odmah do adaptora) hibridizira. Spajanje
komplementarnih baza rezultira ligacijom oktamera
za pocetnicu pomocu enzima DNA ligaze, ¢ime se
pocetnica produljuje. Slijedi detekcija fluorescencije
i odredivanje baza (engl. base-calling). Zatim se u
koraku regeneracije uklanjaju tri baze s 5’-kraja ligi-
ranog oktamera (ukljucujuci fluorescentnu skupinu)
sto priprema produljenu pocetnicu za sljedeci ciklus
ligacije. Ovaj se postupak ponavlja dok se ne posti-
gne odredena duljina otitanja. Nakon toga se produ-
liena hibridizirana sekvencija denaturira, a postupak
ponavlja s novim oktamerima (engl. primer reset)
(Choudhuri, 2014.).
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Slika 3. Shematski prikaz sekvenciranja ligacijom Applied
Biosystems SOLID tehnologije (Preuzeto i prilagodeno pre-
ma: Voelkerding i sur., 2009.).

Sekvenceri trece generacije

Tehnologije sekvenciranja druge generacije (engl.
second generation sequencing, SGS) revolucionalizi-
rale su analizu DNA te u usporedbi s prvom generaci-
jom bile ¢esce upotrebljavane. No SGS tehnologije op-
cenito zahtijevaju korak umnozavanja DNA fragmenta
PCR metodom koiji je dugotrajan i skup. Takoder je iz-
vijesno da su genomi vrlo kompleksni i s velikim bro-
jiem ponavljajucih podrutja (repetitivnih sekvencija),
Sto SGS tehnologije nisu sposobne rijesiti, a relativno
kratka ocitanja cine sklapanje genoma jos tezim.

Za otklanjanje navedenih problema znanstvenici
su razvili novu tehnologiju sekvenciranja, tzv. teh-
nologiju sekvenciranja trece generacije (engl. third
generation sequencing, TGS). Odlike trece generaci-
je jesu niski troskovi sekvenciranja, jednostavna pri-
prema uzoraka bez potrebe za PCR amplifikacijom i
veca brzina izvodenja postupaka od 5GS tehnologija.
Osim toga, TGS mogu proizvesti duga otitanja (engl.
long-read sequencing) koja premasuju nekoliko kilo-
baza u svrhu rieSavanja problema sklapanja i ponav-
ljajucih podrugja prisutnih kod kompleksnih genoma
(Kchouk i sur., 2017).




PacBio

Potetkom 2011. godine ameritka biotehnoloska
tvrtka Pacific Biosciences (PacBio) komercijalizirala
je PacBio RS tehnologiju koja primjenjuje tehniku se-
kvenciranja pojedinih molekula u stvarnom vremenu
(engl. single-molecule real-time sequencing, SMRT)
(van Dijk i sur., 2018). Tehnologija se koristi pristupom
sekvenciranja sintezom. Poceci SMRT-a pojavljuju se
sredinom 90-tih godina dvadesetog stoljeca kad fi-
zitar S. Turner i biokemicar J. Korlach sa Sveutilista
Cornell hipotetiziraju o metodi promatrajuci ugradnju
fluorescentnih nukleotida u stvarnom vremenu u ra-
stuce lance DNA djelovanjem polimeraze kao alterna-
tivnom nacinu brzog sekvenciranja (Ozsolak, 2012.).

U odnosu na SGS PacBio tehnologija ima nekoli-
ko prednosti. Priprema uzorka vrlo je brza, potreb-
no je 4 - 6 sati umjesto vise dana. Osim toga, duljine
dugih o¢itanja iznose ~ 10 kbp pojedinacna vrlo duga
o¢itanja mogu iznositi i do 60 kbp, Sto je viSe nego u
bilo kojoj SGS tehnologiji. No PacBio tehnologija za se-
kvenciranje ima visoku stopu pogreske koja iznosi oko
13 %, pri temu prevladavaju greske insercije (umeta-
nja) i delecije (brisanja) koje su nasumi¢no rasporede-
ne duz dugog ocitanja (Kchouk i sur., 2017.).
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Slika 4. Shematski prikaz rada PacBio sekvenciranja - SMRT
(preuzeto i prilagodeno prema: Goodwin i sur., 2016.).
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SMRT se razlikuje od ostalih tehnologija na dva
nacina: (1) umjesto samih nukleotidnih baza obiljeza-
va se samo njihov fosfatni kraj (razlicito za sve Cetiri
baze), (2) reakcija se odvija u nanofotonskim komo-
rama za vizualizaciju, tzv. valovodovima s nultim
nacinom rada (engl. zero-mode waveguides, ZMW)
(Vermaisur., 2017.).

Instrument upotrebljava specijalizirane proto¢-
ne ¢lanke s vige tisu¢a pojedinacnih pikolitarskih
bazena s prozirnim dnom - spomenute valovode s
nultim nacinom rada (ZMW), dok SBS tehnologije
kratkih ocitanja vezu DNA i time omogucuiju kretanje
polimeraze duz DNA predloska, PacBio pri¢vrscuje
polimerazu za dno bazena i omogucuje elongaciju
DNA predloska unutar ZMW-a. Zahvaljujuci stacioni-
ranom enzimu sustav se moze usredotociti na jed-
nu molekulu. Ugradivanje deoksinukleotid-trifosfata
(dNTP) na svaki jednomolekularni predlozak po baze-
nu kontinuirano se vizualizira pomocu sustava lasera
i kamere koji odreduju boju i duljinu trajanja emitirane
svjetlosti u vrijeme kad obiljezeni nukleotid na trenu-
tak zastaje tijekom ugradnje na dnu ZMW-a. Prilikom
ugradnje polimeraza cijepa fluorofor vezan za dNTP
dopustaju¢i mu difuziju dalje od podru¢ja senzora
prije ugradnje sljedeceg obiljezenog dNTP. SMRT
tehnologija koristi i jedinstveni kruzni predlozak koji
omogucuje sekvenciranje svakog predloska u vise
navrata jer polimeraza uzastopno prolazi kruznom
molekulom (slika 4.) (Goodwin i sur., 2016.).

HeliScope

Potraga za izravnim sekvenciranjem pojedinacnih
lanaca DNA desetljecima je bila izazov. Sve tradicio-
nalne tehnologije nove generacije sekvenciranja za-
htijevaju viSestruko umnozavanije uzoraka DNA kako
bi se dobile brojne kopije izvornih molekula koje se
tek tada mogu detektirati i sekvencirati. Stoga bi eli-
miniranje koraka umnozavanja reduciralo troskove i
sloZenost pripreme uzorka te osiguralo izbjegavanje
pogresaka i otklona (odstupanja od rezultata) svoj-
stvenih procesu amplifikacije i analizi dobivenih re-
zultata, proizvodeci pritom podatke koji blize odra-
Zavaju stvarnu biologiju proucavanih uzoraka.

HeliScope™ Single Molecule sekvencer jest ko-
mercijalizirana tehnologija proizvedena od strane
tvrtke Helicos BioSciences koja primjenjuje tehno-
logiju jednomolekularnog sekvenciranja u stvarnom
vremenu (engl. true single-molecule sequencing,
tSMS). Navedena tehnologija upotrebljava pristup
sekvenciranja sintezom, a istodobno moze sekven-
cirati milijarde pojedinac¢nih molekula DNA. Osmi-
Sliena je za obradu i isporuku jedinstvenih podataka
o sekvenciji kao i izravnu analizu nativnih uzoraka
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DNA (Kahvejian i Kellett, 2008.). Helicos BioSciences
tSMS tehnologija pruza jedinstveni pogled na biolo-
giju genoma putem izravnog sekvenciranja stani¢nih
nukleinskih kiselina na nepristran nacin, osigurava-
juci to€nu kvantifikaciju i informaciju o sekvenciji.
Priprema uzorka pritom ne zahtijeva ligaciju ili PCR
amplifikaciju izbjegavajuci tako otklone zbog gvanin-
citozin sadrzaja (engl. GC-content; guanine-cytosine
content) i kolicine, a koji su primjeceni u drugim teh-
nologijama (Thompson i Steinmann, 2010.).

U tSMS tehnologiji uzorci DNA su fragmentirani i
uhvaceni za specijaliziranu povrsinu unutar proto¢-
nog ¢lanka gdje potom sluze kao jednomolekularni
predlosci za reakcije sekvenciranja sintezom. Fluo-
rescentno obiljezeni nukleotidi dodaju se jedan po
jedan, a sekvencer biljezi svaku pojedinu ugradnju
kako bi odredio sekvenciju pojedinaénih DNA lanaca
(Kahvejian i Kellett, 2008.).

Glavni koraci Helicos BioSciences tSMS tehnolo-
gije su:
(1) priprema uzorka - fragmentiranje i denaturaci-
ja dsDNA u ssDNA te obiljezavanje 3'-kraja poli (A)
repom i terminalnim fluorescentnim adenozinom te
hibridizacija za povrsinu proto¢nog ¢lanka pomocu
poli (T) oligonukleotidnih pocetnica koje sluze i za
pokretanije reakcije sekvenciranja
(2) detektiranje DNA predlozaka - snimanje uhva-
c¢enih predlozaka radi utvrdivanja njihove lokacije te
uklanjanje fluorescentnih biljega

(3) sekvenciranje sintezom - dodavanje fluores-
centno obiljezenih nukleotida (C, G, T, ili A) - jedne
baze po ciklusu i ugradnja u komplementarni lanac
(ovisno o predlosku); ispiranje neugradenih nukleo-
tida te iluminacija i snimanje lanaca radi odredivanja
ugradenih baza i sekvence DNA; ispiranje fluores-
centnih biljega i dodavanije sljedece baze za nastavak
ciklusa (slika 5.).

U svakom koraku procesa sekvenciranja sinte-
zom HeliScope sekvencer biljezi ugradnju fluores-
centno obiljezenih nukleotida u rastuce lance DNA.
Instrument maksimizira ucinkovitost obradujuci u
isto vrijeme dva 25-kanalna protocna ¢lanka, izvo-
deci sintezu lanaca u jednom uz istodobno snimanije
u drugom proto¢nom ¢lanku. Kako bi navedeni pro-
ces bio ostvariv, razvijen je niz tehnickih i tvornickih
poboljsanja platforme. Primjena kvalitetnih reagen-
sa — visokokvalitetne DNA polimeraze u kombinaciji
s Virtual Terminator™ fluorescentno obiljezenim nu-
kleotidima omogucuje brzu i preciznu sintezu kom-
plementarnog lanca (engl. base-by-base synthesis).
Razvijen je i reagens kojim je povecan intenzitet emi-
sije i dokazivanja fluorofora, pojacan signalni Sum
te smanjeno fotobijeljenje i ,treptanje” fluorofora.
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Slika 5. Shematski prikaz postupaka Helicos BioSciences
tSMS tehnologije (preuzeto i prilagodeno prema: Thomp-
son i Steinmann, 2010.).

Zajedno, navedeni specijalizirani reagensi osigurava-
ju tocan i precizan kemijski postupak jednomoleku-
larnog sekvenciranja. Buduci da sekvencer moze do-
kazati prisutnost pojedinacnih fluorofora, iznimno je
vazno smanijiti sve nespecifi¢ne izvore emisije jer bi
mogli proizvesti pogreske u sekvenciji. Pravilan oda-
bir reagensa i povrsinskih materijala u kombinaciji s
pazljivim rukovanjem proto¢nim ¢lancima tijekom
proizvodnje i skladiStenja uz primjenu optimiziranih
protokola povrsinskog ispiranja omogucit ¢e dobiva-
nje optimalnih rezultata, gotovo slobodnih od laznih
ugradnja (Kahvejian i Kellett, 2008.).

Sekvenceri cetvrte generacije

Nakon razvoja tri prethodne generacije, tehnolo-
gija sekvenciranja DNA ulazi u razdoblje jednomo-
lekularnog sekvenciranja nanoporama. Pocevsi od
prvog rada o nanoporama objavljenog 1956. godine
u ¢asopisu Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America (PNAS), ot-
krivanje pojedinacnih molekula na bazi nanopora po-
stalo je jednom od najmocnijih naprednih tehnologija
sekvenciranja. Prednosti primjene nanopora jesu
iznimno duga otitanja (engl. ultra-long sequencing)
od 10“ do 10° baza, bez potrebe obiljezavanija, obra-
da vece koli¢ine podataka u kracem vremenu (engl.
high throughput) i manja koli¢ina potrebnog istra-
Zivanog materijala. Sve navedene znacajke uvelike




pojednostavljuju eksperimentalni postupak i mogu
se lako primijeniti u sekvenciranju DNA. Provodenije
nukleinskih kiselina iz otopina kroz nanopore bit ce
jedna od mogucih jeftinih i brzih tehnologija sekven-
ciranja cetvrte generacije (engl. fourth generation
sequencing). Tehnologija nanopora ima veliku mo-
gucnost primjene u razlicitim podru¢jima istraziva-
nja, poput analize iona, DNA, RNA, peptida, proteina,
liiekova, polimera i makromolekula.

Tehnologije temeljene na primjeni nanopora proi-
zasle su iz Coulter-ovog brojaca (Coulter, 1953) i ion-
skih kanala (Cornellisur., 1997). Uz primjenu vanjskog
napona, kroz pore nanometarskih dimenzija prolaze
cestice neSto manje od samih pora koje su ugrade-
ne u biolosku membranu ili su formirane u ¢vrstom
filmu. Membrane ili filmovi razdvajaju spremnike is-
punjene elektrolitima na cis i trans odjeljke. U svaki je
odjeljak uronjena elektroda. Pod odredenim naponom
ioni elektrolita iz otopine prolaze kroz pore djelova-
njem elektricnog polja (elektroforezom) generirajuci
pritom signal ionske struje. Kad su pore blokirane od
strane analita, kao Sto je negativno nabijena molekula
DNA dodana u cis komoru, prolaz iona bit ¢e zaustav-
lien i signal prekinut. Fizitka i kemijska svojstva ciljnih
molekula mogu se izracunati statistickom analizom
amplitude i duljine trajanja prekida signala kao poslje-
dice izmjena mjesta (slika 6.) (Feng i sur., 2015.).

Tehnologije za uporabu nanopora mogu se Siroko
podijeliti na dvije kategorije: bioloske i Evrste. Postoji
velik broj dostupnih nanopora iz obiju kategorija koje
se mogu rabiti u postupku DNA sekvenciranja.
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Slika 6. Shematski prikaz rada sekvencera Koji se koriste
nanoporama (Schaffer, 2012.).
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Bioloske nanopore ili transmembranski protein-
ski kanali obi¢no se ugraduju u supstrat kao Sto je
dvoslojna lipidna membrana, liposomi ili drugi poli-
merni filmovi. Prednosti bioloskih nanopora jesu do-
bro definirana i lako reproducibilna velitina i struk-
tura. Sto je jos vaznije, lako se mogu modificirati
modernim tehnikama molekularne biologije poput
mutiranja nukleotidne sekvencije da bi se promijenili
aminokiselinski ostaci na odredenom mijestu. Poka-
zale su vrlo dobre eksperimentalne rezultate u se-
kvenciranju ssDNA.

Cvrste nanopore imaju velik broj prednosti u
odnosu na bioloske, poput kemijske, termicke i me-
hanicke stabilnosti te prilagodljivosti velicine i inte-
gracije (ugradnije). Osim toga ispravno funkcioniraju
u razlicitim eksperimentalnim uvjetima i mogu biti
proizvedene u velikom broju primjenom jednostav-
nih poluvodickih procesa. Posljednjih su godina pri-
mijenjene kao nova metoda u razli¢itim podrucjima
uklju€ujuci sekvenciranje DNA, dokazivanije proteina,
postupak translokacije molekula i dijagnostiku bole-
sti (Feng i sur., 2015.).

Oxford Nanopore

Tvrtku Oxford Nanopore Technologies (ONT)
osnovali su 2005. godine H. Bayley i G. Sanghera.
Tvrtka razvija sustave sekvenciranja DNA koji se te-
melje na primjeni nanopora za komercijalnu upotre-
bu (Feng i sur., 2015.).

Uredaj Oxford Nanopore Technologies MinlON™
je prvi ONT-ov komercijalizirani sekvencer s tehno-
logijom temeljenom na primjeni bioloskih nanopora.
Najmaniji je trenutacno dostupan sekvencer, dimen-
zija 10 x 3 x 2 cm i tezine samo 90 g. MoZe se pri-
kljugiti izravno u standardni USB3 ulaz na racunalo
s malim potrebama hardvera i jednostavnom konfi-
guracijom. Za sekvenciranje je potrebno racunalo s
operativnim sustavom Windows 7 ili 8, solid-state
pogonom (SSD), vise od 8 GB RAM-a i vie od 128 GB
prostora na tvrdom disku (iako se preporucuje 1TB).
Nuzan je i specijalni softver pod nazivom MinKNOW
koji obavlja nekoliko temeljnih zadataka - prikuplja i
analizira podatke u pravom vremenu, daje povratne
informacije, uz protok podataka omogucuije i kontro-
lu rada uredaja (odabir razli¢itih postavki) te identifi-
kaciju i pracenje uzoraka ¢ime se osigurava pravilno
odvijanje kemijskih procesa platforme i precizna
obrada uzoraka (Lu i sur., 2016).

Prosje¢na duljina otitanja pomocu MinION-a izno-
si priblizno 5,4 do 10 kb, Sto je znatno viSe od pro-
sie¢ne duljine otitanja drugih tehnologija sekvenci-
ranja DNA koje se krecu u stotinama baznih parova.
No u odredenim genomskim istrazivanjima stopa
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pogresaka bila je ve¢a od S0 %. lako je MinlON jos
uvijek daleko od Sirokog raspona upotrebe, dobiveni
rezultati vrlo su ohrabrujuci za budu¢nost tehnolo-
gija sekvenciranja temeljenih na nanoporama (Feng i
sur., 2075.). Proto¢ni €lanci MinlON imaju 2048 jazi-
ca (s umetnutim nanoporana) - Cetiri za svaki od 512
kanala. Na pocetku rada jazice u svakom kanalu te-
stiraju se postupkom pod nazivom Mux te se tijekom
ovog procesa rangiraju prema aktivnosti. Prilikom
sekvenciranja svaki kanal daje podatke obradujuci
jednu po jednu jazicu pri éemu broj ocitanja izmedu
pojedinih kanala varira jer su kod nekih nanopore ak-
tivnije (Lu i sur., 2016.).

Slicno SGS tehnologiji, priprema knijiznice nuzna
je za razlicite aplikacije MinlON-a. Potrebno je rabiti
dugu molekulu dsDNA radi mogucnosti sekvencira-
nja obaju lanaca. Postupak pripreme knijiznice sastoji
se od sljedecih koraka: (1) fragmentiranje genomske
DNA primjenom Covaris g-TUBE, (2) alternativni
PreCR korak za popravak ostecene DNA, (3) popra-
vak krajeva na odsjec¢cima DNA i PCR fragmentima
radi formiranja tupih, (4) dodavanje A-nukleotidne
baze na 3'-kraj fragmenta (engl. dA-tailing), (5) Ui

uklanjanja nukleotida i enzima.

Knjiznica obitno sadrzava dva adaptora - vodeci
(Y) i adaptor u obliku ukosnice (HP), svaki vezan za
jedan kraj dsDNA. Sekvenciranje zapocinje na 5'-kra-
ju jednolantanog Y-adaptora, slijedi vode¢i lanac
DNA (predlozak), zatim HP-adaptor, a zavrava s
komplementarnim lancem DNA. Kad se priblizi pre-
kretnici komplementarne regije Y-adaptora, motorni
protein zapocinje razdvajati lance dsDNA. U tom se
trenutku prvi lanac (predlozak) prenosi u nanoporu
brzinom odredenom motornim proteinom. Jednom
kad je dostignut HP-adaptor, drugi protein, tzv. Beta-
ukosnica (engl. hairpin protein, HP-protein) na sli¢an
nacin omogucuje prolazak komplementarnog lanca
DNA kroz nanoporu nakon ¢ega je moguce odrediti
baze ocitanih uredajem za sekvenciranje. Upotrebom
informacija dobivenih sekvenciranjem jednog lanca
otitanje ce biti jednodimenzionalno (1D), dok ce dvo-
dimenzionalno (2D) nastati iz informacija o sekvenciji
obaju lanaca sto na kraju rezultira ve¢om kvalitetom
dobivenog rezultata (Lu i sur., 2016.).

Solid-state nanopore

Cvrste nanopore (engl. solid-state nanopores)
pojavile su se kao svestrana varijanta ili opcija bio-
loskim nanoporama zbog svojih jedinstvenih svojsta-
va, ukljucujuci dobro osmisljenu geometriju i dimen-
zije, mehanitku robusnost, jednostavnost mijenjanja
i kompatibilnost s razlicitim elektronickim ili optickim
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tehnikama mjerenja. Promjer im moze biti precizno
kontroliran u rasponu veli¢ina manjih od nanometra
do vise stotina nanometara s obzirom na eksperi-
mentalne zahtjeve. Opcenito u dielektricnim materi-
jalima kao sto je SiN pokazuju vrhunsku kemijsku i
toplinsku stabilnost u odnosu na lipidne membrane.
No stabilnost ¢vrstih nanopora ovisi o uvjetima koji
su rabljeni za njihovo formiranje. Kod nanopora na
bazi grafena kemijska i toplinska stabilnost nisu do-
kazane, medutim zbog jedinstvenih elektri¢nih svoj-
stava imaju veliku prednost nad bioloskim nanopora-
ma. Posljednijih je godina primjena ¢vrstih nanopora
otvorila vrata Sirokom rasponu mogucih primjena u
sekvenciranju DNA, pracenju medudjelovanja prote-
ina, kontroliranju molekularnog transporta te izradi
nanofluidnih uredaja. Do danas su razvijene razlicite
vrste tehnologija proizvodnje ¢vrstih nanopora po-
put anodne oksidacije aluminija, oblikovanja nanopo-
ra ionskim zrakama i elektronskim zrakama u tankim
sinteti¢kim membranama itd. (Haque i sur., 2013).

Unatot velikom broju prednosti u odnosu na bio-
loske nanopore, elektronicki sustav otkrivanja ¢vr-
stih nanopora ne postize razlucivost pojedinih baza
DNA molekule, prije svega zbog prevelike debljine
membrane (10 - 20 nm) Sto omogucuije istodobnu
prisutnost 30 — 50 baza unutar jedne nanopore te
zbog velike brzine kojom molekula DNA prolazi kroz
poru pod utjecajem elektri¢nog polja (Ansorgei sur.,
2017.). Zacepljenje pora potaknuto ili prouzroceno
nespecifitnom adsorpcijom biomolekula tijekom
odvijanja eksperimenata takoder je jedan od nedo-
stataka koji mora biti rijeSen. Nova otkrica i razvoj
tehnologije ¢vrstih nanopora u bliskoj buduc¢nosti
pridonijet ¢e komercijalnoj upotrebi ove tehnologije
kao preciznom, brzom i pouzdanom biomolekular-
nom senzoru (Lee i sur., 2018.).

Zakljucak

Proizvodnja milijardi NGS ocitanja postala je iza-
zov infrastrukturi postojecih sustava informacijske
tehnologije u smislu prijenosa, pohrane i kontrole
kvalitete podataka, racunalne analize za poravnava-
nje i sastavljanje ocitanih podataka te laboratorijskih
sustava (engl. laboratory information management
system, LIMS) koji upravljaju informacijama za pra-
¢enje uzoraka i koordinaciju procesa. Napredak bio-
informatike je u tijeku, a poboljSanja su nuzna da bi
postojeci sustavi mogli pratiti razvoj NGS tehnologi-
je. Postoji mogucnost da troskovi povezani s rukova-
njem i analizom dobivenih podataka budu jednaki ili
veci od troskova njihove proizvodnje. NGS tehnologi-
je imaju impresivan raspon primjena uz stalan razvoj
novih. U bliskoj budu¢nosti predvida se primjena NGS
tehnologija za dobivanje visokokvalitetnih podataka




o sekvenciji genoma izoliranog iz jedne stanice, Sto bi
predstavljalo znatan pomak, osobito u genomici ma-
lignih tumora. No najprije ce biti potreban napredak
u tehnikama za pouzdano izdvajanje istrazivanih mo-
lekula DNA te u NGS metodama za to¢no otitavanije
njihovih sekvencija. Podru¢je NGS razvoja i primjene
istrazuje se brzo, Sto ovo razdoblje ¢ini uzbudljivim
za genomska istrazivanja (Metzker, 2010.).

Literatura

ANONIMUS (20089): DNA sequencing by capillary
electrophoresis. Applied Biosystems Chemistry
Guide. 2" ed.

ANSORGE, W. J., T. KATSILA, G. P. PATRINOS
(2017): Perspectives for future DNA sequencing
techniques and applications. U: Patrinos, G., W.
Ansorge, P. B. Danielson: Molecular diagnostics.
379 ed. Academic Press. 141-153.

BHARAGAVA, N., D. PURCHASE, G. SAXENA, S. |.
MULLA (2019): Applications of metagenomics in
microbial bioremediation of pollutants: from ge-
nomics to environmental cleanup. U: Das, S., H.
Dash: Microbial diversity in the genomic era. Else-
vier/Academic Press, Oxford, UK, 459-477.

CHOUDHURI, S. (2014): Bioinformatics for begin-
ners: genes, genomes, molecular evolution, data-
bases and analytical tools. 15t ed. Academic Press.

CLARK, D. P, N. J. PAZDERNIK (2013): Polymerase
chain reaction. U: Clark, D. P., N. J. Pazdernik: Mo-
lecular Biology. 2nd ed. Academic Press. 55-61.

CORNELL, B. A., V. L. BRAACH-MAKSVYTIS, L. G.
KING, P. D. OSMAN, B. RAGUSE, L. WIECZOREK, R.
J. PACE (1997): A biosensor that uses ion-channel
switches. Nature 387, 580-583.

COULTER, W. H. (1953): Means for counting par-
ticles suspended in a fluid. United States Patent
2656508. Application Number: UST1281949A.

FENG, Y., Y. ZHANG, C. YING, D. WANG, C. DU
(2015): Nanopore-based fourth-generation DNA
sequencing technology. Genom. Proteom. Bioinf.
13, 4-16.

GARCIA-SANCHO, M. (2012): Biology, computing,
and the history of molecular sequencing; from
proteins to DNA, 1945-2000. 1th ed. Palgrave
Macmillan UK.

GOODWIN, S., J. D. McPHERSON, W. R. McCOMBIE
(20716): Coming of age: ten years of next-genera-
tion sequencing technologies. Nat. Rev. Genet. 17,
333-351.

HAQUE, F, J. LI, H.-C. WU, X.-J. LIANG, P. GUO
(2013): Solid-state and biological nanopore for re-

ZNANSTUENI | STRUCNI RADOUI

Pregledni rad

al-time sensing of single chemical and sequencing
of DNA. Nano Today. 8, 56-74.

HEATHER, J. M., B. CHAIN (2016): The sequence of
sequencers: the history of sequencing DNA. Ge-
nomics. 107, 1-8.

KAHVEJIAN, A., S. KELLETT (2008): Making single-
molecule sequencing a reality. https://www.amer-
icanlaboratory.com/913-Technical-Articles/780-
Making-Single-Molecule-Sequencing-a-Reality/
(1.9.2021)

KCHOUK, M., J. F. GIBRAT, M. ELLOUMI (2017): Gen-
erations of sequencing technologies: from first to
next generation. Biol. Med. (Aligarh) 9, 395.

LEE, K., K. B. PARK, H. J. KIM, J. 5. YU, H. CHAE, H.
M. KIM, K. B. KIM (2018): Recent progress in solid-
state nanopores. Adv. Mater. 30, e1704680.

LU, H., F. GIORDANO, Z. NING (2016): Oxford nano-
pore MinlON sequencing and genome assembly.
Genom. Proteom. Bioinf. 14, 265-279.

MAXAM, A. M., W. GILBERT (1977): A new method
for sequencing DNA. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
74, 560-564.

METZKER, M. L. (2010): Sequencing technologies
- the next generation. Nat. Rev. Genet. 11, 31-46.

OZSOLAK, F. (2012): Third-generation sequencing
techniques and applications to drug discovery. Ex-
pert. Opin. Drug. Discov. 7, 231-243.

SANGER, F., S. NICKLEN, A. R. COULSON (1977):
DNA sequencing with chain-terminating inhibitors.
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 74, 5463-5467.

SCHAFFER, A. (2012): Nanopore sequencing.
http://www2.technologyreview.com/news/
427677/nanopore-sequencing/ (1.9.2021.)

THOMPSON, J. F, K. E. STEINMANN (2010): Single
molecule sequencing with a HeliScope genetic
analysis system. Curr. Protoc. Mol. Biol. 92, 7.10.1-
7.10.14.

VAN DIJK, E. L., H. AUGER, Y. JASZCZYSZYN, C.
THERMES (2014): Ten vears of next-generation se-
quencing technology. Trends Genet. 30, 418-426.

VAN DIJK, E. L., Y. JASZCZYSZYN, D. NAQUIN, C.
THERMES (2018): The third revolution in sequenc-
ing technology. Trends Genet. 34, 666-681.

VERMA, M., S. KULSHRESTHA, A. PURI (2017): Ge-
nome sequencing. U: Keith, J. M.: Bioinformatics:
Volume I: data, sequence analysis, and evolution.
2nd ed. Humana Press, New York (3-33).

VOELKERDING, K. V., 5. A. DAMES, J. D. DURTSCHI
(2009): Next-generation sequencing: from basic
research to diagnostics. Clin. Chem. 55, 641-658.

HRUATSRI UETERINARSKI UJESNIR, 23/2021,, 3




