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Summary

Sequencing can provide genomic characterisation of a specific organism, as well as of a whole environmental
or clinical sample. High Throughput Sequencing (HTS) makes it possible to generate an enormous amount of
genomic data at gradually decreasing costs and almost in real-time. HTS is used, among others, in medicine,
veterinary medicine, microbiology, virology and epidemiology. The paper presents practical aspects of the
HTS technology. It describes generations of sequencing, which vary in throughput, read length, accuracy and
costs—and thus are used for different applications. The stages of HTS, as well as their purposes and pitfalls,
are presented: extraction of the genetic material, library preparation, sequencing and data processing. For
success of the whole process, all stages need to follow strict quality control measurements. Choosing the right
sequencing platform, proper sample and library preparation procedures, as well as adequate bioinformatic

tools are crucial for high quality results.
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Mianem sekwencjonowania okresla si¢ wygene-
rowanie cyfrowego zapisu informacji genetycznej
znajdujacej si¢ w DNA. Sekwencjonowanie stwarza
mozliwo$¢ scharakteryzowania pojedynczego lub wie-
lu organizmow obecnych w prébee srodowiskowej, lub
w probkach materiatu kliniczne 20. Aktualnie dostepne
technologle nastepnej generacji okreslane sg wspdlnie
mianem sekwencjonowania wysokoprzepustowego
(High throughput sequencing; HTS). Umozliwiaja
generowanie olbrzymiej ilosci danych genomicznych
coraz nizszym kosztem. HTS jest narz¢dziem o duzym
potencjale aplikacyjnym. Znajduje zastosowanie w ob-
szarach zdrowia pubhcznego zdrowia zwierzat czy
bezpieczenstwa zywnosci, szczegolnie w dziedzinach:
medycyny, weterynarii, mikrobiologii, wirusologii czy
epidemiologii.

Praca ma na celu przedstawienie podstawowych
1 praktycznych informacji dotyczacych sekwencjo-
nowania wysokoprzepustowego. Technologia ta jest
metoda uniwersalng, jednakze dla uzyskania warto-
sciowych wynikdw wymaga stosownego sekwenatora,
wlasciwego przygotowania materialu oraz doboru
odpowiednich narzedzi bioinformatycznych.

Technologie sekwencjonowania

Sekwencjonowanie mozna przeprowadzi¢ z wyko-
rzystaniem réznych technologii. Tradycyjne sekwen-
cjonowanie Sangera zaliczane jest do I generacji.

Generacje II 1 III sg wspolnie okreslane mianem
sekwencjonowania wysokoprzepustowego (High
Throughput Sequencing; HTS). Wykorzystywane do
analiz urzadzenia — tzw. sekwenatory, w zaleznosci od
systemu moga r6zni¢ si¢ m.in. rodzajem zastosowanej
technologii odczytu, dtugoscia odczytywanych frag-
mentoéw nici DNA czy przepustowoscig (tab. 1), jednak
podstawowa rdznicg miedzy tradycyjnym sekwencjo-
nowaniem Sangera a HTS jest ilo§¢ generowanych
danych w pojedynczym cyklu pracy urzadzenia (run)
(tab. 1). Dla przyktadu: metoda Sangera umozliwia jed-
noczesne sekwencjonowanie np. kilkudziesigciu frag-
mentéw gendw, co dostarcza bardzo ograniczong ilos¢
informacji na temat badanego organizmu, przy czym
wykorzystujac HTS mozna rownoczesnie sekwencjo-
nowa¢ w wielu powtorzeniach cate genomy o r6znym
stopniu ztozonosci. Ze wzgledu na wielkoformatowy
charakter dane uzyskiwane w tym procesie sg prze-
twarzanie przy uzyciu skryptow bioinformatycznych
i serwer6w o znacznych mocach obliczeniowych (1, 4).

Sekwencjonowanie Il generacji. Zasada dziatania
systemow Il generacji opiera si¢ na masowym, wie-
lokrotnym sekwencjonowaniu krétkich fragmentow
DNA (tab. 1). Takie odczyty w toku dalszej analizy bio-
informatycznej zostaja pola}czone w dtuzsze elementy,
tzw. kontigi. Caly proces wigze si¢ z generowaniem
bardzo duzej ilo$ci danych i wymaga zastosowania
specjalistycznego oprogramowania opartego na in-
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Tab. 1. Poré6wnanie systeméw do sekwencjonowania
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| generacja (Sanger)

Sekwencjonowanie wysokoprzepustowe

Il generacja Il generacja
Systemy ABI Illumina lon Torrent Oxford Nanopore PacBio
Wielkosé sekwencjonowanych fragmentéw 500-900 pz (max. 1500) 300-600 pz 200-400 pz 15 Kpz + < 4,2 Mpz <90 Kpz
Maksymalna przepustowosé’/” 80 Kpz 6 Tpz 25 Gpz 14 Tpz 160 Gpz

Objasnienia: pz — pary zasad azotowych; Kpz — 10° pz; Mpz — 10° pz; Gpz — 10° pz; Tpz — 10" pz; * — ilo§¢ danych, ktére mozna
uzyska¢ w pojedynczym cyklu pracy urzadzenia; ** — dotyczy urzadzen o najwyzszej przepustowosci z danej generacji.
Https://emea.illumina.com/; https://www.pacb.com/; https://www.thermofisher.com/; https://nanoporetech.com/

terfejsie ,,command-line” i sprzgcie o wysokiej mocy
komputacyjnej. Do urzadzen II-generacji zalicza si¢
m.in. sekwenatory Illumina oraz lonTorrent (1, 4).

Glownymi zaletami systemow Il generacji sg: sto-
sunkowo niski koszt i krotki czas badania. Ponadto
wielokrotne sekwencjonowanie tego samego fragmen-
tu minimalizuje ryzyko potencjalnego btedu, zwigk-
szajac wiarygodno$¢ uzyskanych wynikow. Krotnos¢,
z ktéra dana zasada azotowa zostata odczytana, okresla
si¢ pojeciem pokrycia (coverage). W kontekscie anali-
zy bioinformatycznej stanowi ono jeden z elementéw
kontroli jako$ci uzyskanych danych, bowiem jako$¢
otrzymanych wynikow jest powigzana z uzyskaniem
odpowiednio wysokiego pokrycia, a samo wyznacze-
nie minimalnego pokrycia zalezy od rodzaju plano-
wanych analiz (12).

Sekwencjonowanie I1I generacji. Charakterystyczng
cechg sekwencjonowania III generacji jest generowa-
nie dlugich fragmentoéw (tzw. dtugie odczyty; long
reads). Tego rodzaju systemy znajduja zastosowanie
w analizie obszaré6w bardzo problematycznych dla
sekwenatorow II generacji, tj. rozlegte delecje lub in-
sercje, sekwencje powtdrzone lub bogate w pary GC.
Sa przydatne do generowania ciagtych struktur geno-
micznych, np. calych chromosomow czy plazmidéw,
tworzenia wysokiej jakosci sekwencji referencyjnych
czy uzyskiwania informacji o przestrzennym potoze-
niu genow. Znajdujg takze zastosowanie w sekwen-
cjonowaniu de novo genoméw nowych, nieznanych
gatunkow mikroorganizméw (4, 13).

Wsrod sekwenatorow 111 generacji wyrdzni¢ mozna
dwa gtowne systemy: PacBio oraz Oxford Nanopore.
Urzadzenia te majg mozliwo$¢ odczytu bardzo dtu-
gich fragmentow, zaleznie od systemu moze to by¢
30-90 Kpz dla PacBio (Sequel) czy nawet 4,2 Mpz
w przypadku Oxford Nanopore.

Sekwencjonowanie II1 generacji stanowi przyszto$¢
genetyki molekularnej, jednakze ze wzgledu na wy-
soka cene¢ badz wcigz niewystarczajacg wiarygodnos¢
wynikow, to urzadzenia II generacji sg aktualnie znacz-
nie czesciej stosowane.

Przebieg procesu sekwencjonowania HTS

Kazde sekwencjonowanie HTS, niezaleznie od ge-
neracji i systemu, sktada si¢ z kilku etapoéw: izolacji
materialu genetycznego, przygotowania biblioteki,
wlasciwego sekwencjonowania oraz bioinforma-

tycznej analizy danych (6). Poszczegolne etapy HTS
przedstawia rycina 1.
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Ryec. 1. Etapy sekwencjonowania wysokoprzepustowego
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Przygotowanie probki do sekwencjonowania.
Kluczowym warunkiem prawidlowego przebiegu se-
kwencjonowania i uzyskania oczekiwanych wynikow
jest wykorzystanie materiatu genetycznego spetnia-
jacego okreslone parametry jako$ciowe — czystosc,
stezenie oraz wysoki poziom integralnosci. Mierzona
spektrofotometrycznie czysto§¢ DNA pozwala oceni¢
zanieczyszczenie probki przez biatka (A 260/280) oraz
odczynniki uzyte do ekstrakcji (A 260/230). Stgzenie
DNA mierzone fluorymetrycznie pozwala z wysoka
precyzja okresli¢ ilo$¢ natywnego (dwuniciowego)
DNA. Warto$¢ stezenia mierzona przy uzyciu spektro-
fotometru jest z reguly zawyzona ze wzgledu na fakt,
1z pomiar absorbancji przy dtugosci fali A 260 nm jest
specyficzny dla kwasow nukleinowych i odnosi si¢
do obecnosci w prébee, poza dwuniciowym DNA,
réwniez zdegradowanego DNA oraz RNA. Ocena
integralno$ci DNA odbywa si¢ przy pomocy elektro-
forezy kapilarnej, dostarczajagc informacji na temat
stopnia pofragmentowania materiatlu genetycznego.
Nadmierna fragmentacja DNA moze by¢ skutkiem
dziatania czynnikow ﬁzykochemlcznych takich jak:
wielokrotne rozmrazanie 1 zamrazanie probki, nieod-
powiednie warunki przechowywania,
degradacja na skutek pozostatosci
odczynnikow do ekstrakcji czy sama oo
metodyka ekstrakcji. Odpowiednia
integralnos¢ DNA jest szczegolne
wazna w przypadku sekwencjo-
nowania III generacji ze wzgledu ..
na potrzebg uzyskiwania dlugich
odczytow (5). Roznice pomiedzy
integralnym 1 zdegradowanym DNA 8000
przedstawiono w rycinie 2.

Uzyskanie DNA dobrej jakosci
z materiatu, ktéry jest jednorodny 000
genetycznie (np. czyste kultury 2401
bakteryjne) z reguly nie stanowi pro-
blemu. Duzo wigkszym wyzwaniem
sg probki ze srodowiska (np. woda,
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ale takze namnazanych w hodowlach
komorkowych lub zarodkach. Wirusy
s3 zréznicowane pod wzgledem
budowy, cyklu replikacyjnego czy
powinowactwa do komorek gospoda-
rza, dlatego kazdy przypadek wyma-
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ga podejscia indywidualnego. W znacznej wigkszosci
urzadzen DNA jest jedynym rodzajem czasteczek, kto-
re mogg by¢ sekwencjonowane, dlatego w przypadku
koniecznos$ci poznania informacji zapisanej w RNA,
konieczne jest wykonanie odwrotnej transkrypcji
w celu uzyskania cDNA (6).

Material genetyczny wirusow i bakterii wewnatrz-
komoérkowych po izolacji zawiera w wiekszosci DNA
gospodarza. W wyniku sekwencjonowania takiej
probki uzyskiwane sa gtownie odczyty inne niz doce-
lowe, dlatego wigkszo$¢ sekwencji bedzie pochodzié¢
od gospodarza i zostanie odrzucona na etapie bioin-
formatycznej obrobki danych. W efekcie sekwencji
docelowych moze by¢ zbyt mato (tzw. zbyt niskie
pokrycie) do przeprowadzenia zamierzonych analiz.
Problem ten mozna ograniczy¢ przez zastosowanie
roznych technik wzbogacania materiatu docelowego.

W zaleznosci od rodzaju patogenu stosuje si¢ rozne
podejscia, np. ultrawirowanie, trawienie nukleazami
(DNA-z3, RNA-z3). Mozna takze usuna¢ genom go-
spodarza z probki przy pomocy komercyjnie dostep-
nych zestawoéw bazujacych np. na réznicach w mety-
lacji pomigdzy prokariontami i eukariontami (16). Inne
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Ryc. 2. Bakteryjny DNA poddany rozdzialowi przy uzyciu elektroforezy kapilarnej
na aparacie Fragment Analyzer (Agilent Technologies), zestaw: HS Genomic DNA
Kit; A — DNA o wysokim stopniu integralnos$ci — Enterobacter cloacae, B— DNA
— Staphylococcus aureus
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stosowane podejscie, to selekcja pozytywna, polega-
jaca na wzbogaceniu przez amplifikacje fragmentoéw
genomu wirusa/bakterii (17) lub zaprojektowaniu sond
hybrydyzujacych do specyficznych regionow DNA
(hybrid capture), np. materiatu genetycznego organi-
zmu docelowego (9). Metoda oczyszczania powinna
by¢ dobrana zaleznie od rodzaju i ilo$ci patogenu
w préobce oraz rodzaju materiatu, z ktorego pochodzi,
np. okreslonej tkanki czy organizmu.

Wzbogacenie przez sondy badz amplifikacje mozna
wykorzysta¢ do analizy probek metagenomicznych,
np. taksonomicznej identyfikacji bakterii (15), grzy-
bow (14) lub roslin (3) obecnych w badanym materiale.
Przy takim rodzaju probek $wietnie sprawdzaja si¢
rowniez panele genowe, ktore umozliwiajg analize
jedynie wybranych regionow. Panele takie pozwalaja
np. na identyfikacje gendw opornosci na antybiotyki,
sekwencjonowanie genomow wirusowych (np. roz-
réznienie SARS-Cov2 od grypy 1 innych wiruséw
oddechowych) lub identyfikacj¢ mutacji w genach
odpowiedzialnych za rozwdj réznych chorob o pod-
tozu genetycznym, co znajduje zastosowanie w ich
diagnostyce i celowanym leczeniu (2).

Przygotowanie biblioteki DNA. Biblioteka to
zbior odpowiedniej dlugosci, unikalnie oznakowanych
1 reprezentatywnych dla badanej probki fragmentow
DNA, ktore poddawane sg sekwencjonowaniu HTS.
W trakcie przygotowania bibliotek przeznaczony do
sekwencjonowania materiat genetyczny jest amplifi-
kowany lub fragmentowany na czastki DNA o okre-
Slonej wielkosci. W przypadku preferujacego diugie
odczyty sekwencjonowania II1 generaCJl ten etap Jest
opcjonalny. Czasteczka DNA moze zosta¢ ,,pocigta”
na fragmenty w sposdéb mechaniczny (sonikacja,
nebulizacja), przy uzyciu enzyméw restrykcyjnych
lub w procesie tzw. tagmentacji (tagmentation), czyli
losowej fragmentacji z rtOwnoczesnym przytaczeniem
sekwencji adaptorowych (6, 10).

Do pocigtych koncow DNA sg doczepiane tzw. ada-
ptory — krotkie, ohgonukleotydowe znaczniki o zna-
nej sekwencji, sktadajace si¢ z kilku- kilkunastu par
zasad. Jednym z elementow adaptora sg tzw. indeksy,
ktore stuza do przypisania danego fragmentu DNA do
okreslonej probki w trakcie analizy bioinformatycz-
nej. Metoda HTS umozliwia bowiem réwnoczesne
sekwencjonowanie nawet kilkuset probek w ,,jednej
proboéwce” w trakcie pojedynczej rundy sekwencjono-
wania HTS — tzw. run. Adaptory umozliwiaja rowniez
inkorporacje bibliotek HTS do powierzchni stalej, na
ktorej zachodzi sam proces sekwencjonowania (6).

W zaleznos$ci od protokotu oraz sekwenatora wy-
konuje si¢ takze m.in. naprawe pocigtych koncow
DNA, selekcj¢ dlugosci uzyskanych fragmentéw oraz
amplifikacje¢ bibliotek. Istotna jest rowniez kontrola
jakosci przygotowanych bibliotek (np. przy uzyciu
elektroforezy kapilarnej lub mikrokapilarnej), w celu
analizy rozktadu wielkosci uzyskanych fragmentow
DNA. Kolejny etap — normalizacja — ma na celu do-
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prowadzenie wszystkich probek do odpowiedniego
stezenia. W koncowym etapie przygotowane biblioteki
sa taczone w jednej probowce zawierajacej materiat do
sekwenqonowama w jednej rundzie, w ktorej kazda
z probek powinna by¢ wlasciwie reprezentowana (6).

Procedury przygotowania bibliotek sg bardzo r6zne
w zaleznos$ci od zastosowanej aplikacji, sekwenatora,
ilosci materiatu genetycznego oraz celu sekwencjo-
nowania.

Proces sekwencjonowania. W sekwenatorach II ge-
neracji wlasciwe sekwencjonowanie zachodzi na
powierzchni stalej (plytka flow cell — Illumina; kulki
beads immobilizowane w dotkach na ptytce — Ion
Torrent), w obrebie obszarow, na ktorych kazdy frag-
ment przygotowanej biblioteki jest klonalnie reprezen-
towany. Sekwencjonowanie odbywa si¢ z reguty przez
synteze (SBS — sequencing by synthesis — [llumina, Ion
Torrent) 1 oparte jest o reakcje amplifikacji, podczas
ktorej przylaczane sa komplementarne sekwencje
nukleotydéw. Metody detekcji moga by¢ rdzne, np.:
nukleotydy znakowane fluorochromami, ktore sa
rejestrowane przy pomocy zaawansowanej aparatu-
ry optycznej sekwenatora (Illumina), lub rejestracja
zmian pH w trakcie przylaczania zasad i detekcja
protonow na uktadzie scalonym (Ion Torrent) (4).

W odréznieniu od II generacji, sekwenatory III
generacji odczytujg sygnat bezposrednio z nici DNA.
Podczas sekwencjonowania na urzadzeniach PacBio
pojedyncze czasteczki DNA ulegajg inkorporacji w mi-
krostudzienkach, w ktorych odbywa si¢ proces syntezy
nici. Sygnat fluorescencyjny jest nastepnie odczyty-
wany w czasie rzeczywistym przez uktad optyczny.
Z kolei sekwenatory Oxford Nanopore wykorzystuja
technologie nanoporéw, w ktorej urzadzenie rejestruje
sygnat elektryczny generowany w trakcie przedosta-
wania si¢ nici DNA przez pory (4).

Sekwencjonowanie HT'S moze by¢ przeprowadzone
w trybie single-end lub pair-end. Sekwencjonowanie
single-end polega na odczytywaniu nici DNA tylko
z jednej strony 1 umozliwia uzyskiwanie duzej ilo$ci
danych w sposob szybki i ekonomiczny. Z kolei se-
kwencjonowanie z dwoch stron (pair-end) polega na
sekwencjonowaniu kazdego fragmentu DNA od obu
koncow. Utatwia to sktadanie sekwencji oraz umoz-
liwia lepsze zobrazowanie rearanzacji genomowych,
wykrycie sekwencji powtarzajacych sie, fuzji geno-
wych oraz nowych transkryptéw (11).

Po sekwencjonowaniu przy uzyciu kazdego z sys-
temow uzyskuje si¢ dane w postaci sekwencji nukle-
otydow, ktore wymagaja analizy bioinformatyczne;.

Bioinformatyczna analiza danych HTS. Ostatni
element sekwencjonowania HTS stanowi bioinfor-
matyczna analiza danych. Generowanie cyfrowych
zapisOw odczytywanych sekwencji okreslane jest
mianem ,basecalling” 1 odbywa si¢ bezposrednio
w sekwenatorze. Wyjsciowym formatem plikow uzy-
skiwanych w HTS sg tzw. pliki surowe — FASTQ. Jest
to jeden ze standardowych formatow przechowywania
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danych genomicznych. Pliki FASTQ zawierajg odczy-
tane sekwencje nukleotydowe (reads) wraz z oceng
prawdopodobienstwa blednego odczytu kazdej z zasad.

W dalszym toku wytwarzania sekwencji konsensu-
sowej dokonywana jest kontrola jako$ci otrzymanych
odczytow. W jej wyniku fragmenty sekwencji o niskiej
jakosci 1 adaptory sg usuwane (trimming). Sekwencje
sg nastepnie sktadane w wieksze elementy tzw. kontigi
— efektem czego jest powstanie plikow FASTA. Samo
sktadanie odbywac si¢ moze na dwa sposoby: przez
mapowanie do sekwencji referencyjnej (mapping),
o ile taka jest znana, lub sktadanie odczytow de novo
przez ich poréwnanie, dopasowanie i orientowanie
wzgledem samych siebie (7).

Zaréwno pliki FASTQ, jak 1 FASTA moga by¢
dowolnie przetwarzane przez uzytkownika, a sche-
mat takiego procesu analitycznego 1 interpretacja
merytoryczna zalezag od celu badania (np. analiza
filogenetyczna i okre$lenie stopnia pokrewienstwa,
okreslanie profilu wirulencji czy opornosci) i potrzeb
uzytkownika.

Podsumowanie

Sekwencjonowanie wysokoprzepustowe to uniwer-
salna metoda analityczna o szerokim zastosowaniu
w bezpieczenstwie zywno$ci oraz medycynie i medy-
cynie weterynaryjnej. Jest procesem wieloetapowym.
Ekstrakcja materiatu genetycznego stanowi element
bezposrednio rzutujacy na wynik badania, gdyz od niej
zalezy jakos¢ uzyskanych danych. Probki, w ktorych
DNA/RNA docelowy stanowi niewielki procent catko-
witego materiatu, czgsto wymagaja wzbogacenia po-
przez kombinacje metod oczyszczania. Zdegradowany
1 zanieczyszczony (np. biatkami lub odczynnikami
uzytymi do ekstrakcji) materiat genetyczny utrudnia,
a czasem nawet uniemozliwia uzyskanie biblioteki
o dobrej jako$ci. Proces przygotowywania bibliotek
p0w1n1en by¢ zoptymalizowany pod katem réznorod-
nosci badanych probek. Dostepne obecnie systemy
HTS ro6znig si¢ przepustowoscia, wiarygodnoscia,
d%ugosc1q odczytow oraz ceng (zarOwno urzqdzema
jak 1 odczynnikow). Sekwenatory III generacji umoz-
liwiajg uzyskiwanie dtugich odczytoéw — przydatnych
do analizy rozlegtych rearanzacji w genomie lub skta-
dania ciagtych cyrkularnych genoméw. Sekwenatory
II generacji dostarczajg krotszych, lecz bardziej wia-
rygodnych odczytow. Wybor odpowiedniej metodyki
sekwencjonowania powinien by¢ uzalezniony m.in.
od rodzaju préobek i celu badan, mozliwosci sprze-
towych i finansowych oraz posiadania odpowiedniej
infrastruktury laboratoryjne;.
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