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Predgovor

Proslo je 70 godina od otkri¢a sekundarne strukture molekula DNK. Od tog momenta molekularna bio-
logija se razvija neverovatnom brzinom. ,Trendovi u molekularnoj biologiji 3“ u svakom poglavlju pokazuju
fascinantne domete koje dostiZze molekularna biologija naseg vremena. | Nobelove nagrade se skoro svake
godine dodeljuju za postignuca iz ove naucne discipline. A nasi molekularni biolozi drze korak sa modernim
trendovima. Jedan od autora ovog Zbornika govori :,Bez sumnje, ono 3to je otkrice elektrona bilo za 20. vek
to su otkri¢a genomike za 21. vek.” Autori,,Trendova u molekularnoj biologiji 3“ ni najmanje ne sumnjaju u to.

Ove godine TMB3 prati i suplement, Knjiga apstrakata Drugog kongresa molekularnih biologa Srbije
(CoMB0S2). Pod pokroviteljstvom Srpskog drustva za molekularnu biologiju, Beograd je bio 2023. godine
mesto susretanja molekularnih biologa Srbije, regiona i Evrope. Doprinos Kongresu, koji su obelezila inspi-
rativna predavanja i inovativne naucne ideje, dali su svi molekularni biolozi Srbije. Formula uspesnosti i ovde
je bila aktuelna:

»Svi za jednog, jedan za svi!”

Sonja Pavlovi¢

I Trendovi u molekularnoj biologiji
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Iz recenzija Tematskog zbornika
Trendovi u molekularnoj biologiji

Tredi broj Trendova u molekularnoj biologiji predstavlja nastavak dobre prakse prikazivanja najboljih
naucnih radova mladih istraziva¢a Republike Srbije u oblasti molekularne biologije, kao i najznacajnijih ot-
krica i metodoloskih pomaka u ovoj oblasti. Osim ovog glavnog cilja, Trendovi ne zaboravljaju znacajne go-
didnjice i podsecanja na najznacajnija dostignuca i prekretnice u razvoju molekularne biologije. Tako je u
ovom tre¢em broju prikazan jedan od temeljnih radova u ovoj oblasti - 70 godina od otkri¢a sekundarne
strukture DNK. Radovi koji su obelezili proslu godinu i koji su ovde prikazani odnose se na proucavanje ge-
noma starih humanih populacija i evolucije (Nobelova nagrada za fiziologiju i medicinu 2022), a metodo-
loski pomak je sekvenciranje dugih fragmenata DNK.

Trendovi u molekularnoj biologiji 3 svojim sadrzajem u potpunosti su opravdali naziv koji nose - pri-
kazani radovi su tematski aktuelni, inspirativni i veoma znacajni u nau¢nom i Sirem drustvenom smislu. Ova
publikacija predstavlja svojevrsni presek stanja u molekularnoj biologiji u Srbiji i deo je napora da se prate
trendovi i drzi korak sa molekularnom biologijom u svetu. Zbog znacaja koji ima, nadam se da ¢e se trend
objavljivanja Trendova nastaviti i narednih godina.

Dr Svetlana Radovi¢, redovni profesor,

Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu



Tematski zbornik,Trendovi u molekularnoj biologiji 3 je treci broj u nizu izdanja koje ima za cilj da pri-
kaze naucne rezultate iz oblasti molekularne biologije koje su ostvarili naucnici iz Srbije u prethodnoj go-
dini. Sacinjen je od 18 poglavlja, od kojih 12 predstavljaju revijske radove proizasle iz doktorskih disertacija
mladih doktora nauka u kojima je prikazan njihov doprinos odredenoj nau¢noj oblasti molekularne biolo-
gije koja je povezana sa temom njihove disertacije. Preostalih 6 poglavlja su prikazi aktuelnih tema iz mo-
lekularne biologije u kojima su nasi nau¢nici dali svoj znacajni doprinos. Uvodno poglavlje je posveceno
jubileju, sedamdesetogodisnjici od otkri¢a strukture molekula DNK, momentu kad je molekularna biologija
krupim koracima krenula ka budu¢nosti, u kojoj je uz ITK tehnologije postala vodeca nauka.

Veliki broj poglavlja iz Zbornika (12) je posvecen istrazivanjima iz oblasti biomedicine. To je, ocigledno,

najznacajnija tema za nase istrazivace koji se bave molekularnom biologijom. Tu su i 3 poglavlja iz oblasti
farmakogenomike, koja predstavlja najnoviji trend u medicini — personalizovana (precizna) medicina. Ova
3 rada svedoce o tome da nasi naucnici prate najnovija stremljenja u medicini. Posebno treba istaci dopri-
nos mladih istraZivaca iz grupe medicinskih fakulteta ovom izdanju. Cak ¢etvoro istraziva¢a sa Medicinskog
fakulteta i jedan sa Stomatoloskog fakulteta su prilozili poglavlja nastala iz njihovih doktorskih disertacija.
Ovo pokazuje da medicina u Srbiji prati svetske trendove. Ovaj broj Tematskog zbornika svedodii o tome
da su znacajna postignu¢a molekularnih biologa u Srbiji donela napredak nasoj medicini.
Prva dva broja Tematskog zbornika, Trendovi u molekularnoj biologiji 1 i 2” su dozivela veliko interesova-
nje.Imala su i svoju promociju na Sajmu knjiga. Interesovanje autora da objave svoje rezultate u tematskom
zborniku ,Trendovi u molekularnoj biologiji 3 govori da je ovaj tip publikacije nedostajao nasoj nau¢noj
zajednici.

Dr Vesna Skodri¢ Trifunovi¢, redovni profesor,

Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu
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Tematski zbornik ,Trendovi u molekularnoj biologiji 3“ sadrzi prikaze nekih od najznacajnijih tema u
molekularnoj biologiji, pocev od ovogodisnjeg jubileja - 70 godina od otkri¢a sekundarne strukture mole-
kula DNK, preko odabira aktuelnosti koje su obeleZile prethodnu godinu u svetu, do naucnih rezulatata iz
ove oblasti koje su ostvarili istrazivaci iz Srbije. U okviru Aktuelnih tema, sumirani su rezultati istrazivanja iz
oblasti fiziologije i medicine za koje je u 2022. godini dodeljena Nobelova nagrada, a odnose se na geno-
miku starih humanih populacija i evoluciju. Takode, dat je i prikaz metode sekvenciranja dugih fragmenata,
koja je po ¢asopisu Nature Methods odabrana za metodu 2022. godine. Preostale teme su iz oblasti kojima
se bave istrazivaci iz Srbije, a koje ukljucuju istrazivanja iz biomedicine, farmakogenomike, kao i moleku-
larne biologije biljaka. Vazno je istaci da su mladi doktori nauka aktivno uc¢estvovali uizradi ovog Zbornika,
tako da 12 poglavlja u okviru navedenih oblasti predstavljaju revijske radove proizasle iz njihovih doktorskih
disertacija odbranjenih u prethodnoj godini.

Znacajno je da se ovaj Tematski zbornik objavljuje ve¢ tre¢u godinu za redom, kao i to da su u njego-
voj realizaciji ove godine ucestvovali istrazivaci iz razli¢itih nau¢nih instituta (3) i fakulteta (3) Univerziteta u
Beogradu. Ove ¢injenice ohrabruju, ukazujuci da u nasoj zemlji postoji kontinuitet u istrazivanjima u mole-
kularnoj biologiji koja su aktuelna u svetu, uz to da su dobijeni rezultati iz ove oblasti dostupni i $iroj ja-
vnosti na maternjem jeziku. ,Trendovi u molekularnoj biologiji 3” je tematski zbornik u kome su objedinjeni
rezultati fundamentalnih i primenjenih istrazivanja u molekularnoj biologiji ostvarenih u nasoj zemlji, iz te-
matskih oblasti koje su prepoznate i aktuelne u svetu.

Dr Gordana Nikcevi¢, naucni savetnik,
Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo

Univerzitet u Beogradu



Sekvenciranje dugih fragmenata - sledeci nivo genomskih istrazivanja

Dusanka Savi¢-Pavicevi¢,' Lana Radenkovi¢," Luka Velimirov," Nemanja Radovanovig,’
Anastasija Ninkovi¢," Nemanja Garai,' Milos Brkusanin,' Marko Pani¢,? Jovan Pesovi¢’
'Univerzitet u Beogradu-Bioloski fakultet, Centar za humanu molekularnu genetiku, Beograd
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Kontakt: duska@bio.bg.ac.rs

Apstrakt

Sekvenciranje dugih fragmenata ili tre¢a generacija sekvenciranja u realnom vremenu produkuje o¢ita-
vanja pojedina¢nih molekula DNK duZine od 1 kb do nekoliko Mb sa o¢uvanim epigeneti¢kim oznakama.
Dostupne tehnologije su sekvenciranje pojedina¢nih molekula u realnom vremenu (eng. single-molecule
real-time sequencing, PacBio) i sekvenciranje kroz proteinske nanopore (Oxford Nanopore Technologies).
PacBio tehnologija zasnovana je na detekciji ugradnje nukelotida od strane pojedina¢nog molekula DNK
polimeraze u realnom vremenu, koris¢enjem fluoresecencije kao surogat markera. PacBio HiFi ocitavanja
su duzine ~15 kb sa ta¢nosc¢u >99,9%. Oxford Nanopore tehnologija izvodi sekvencu nukleotida iz pro-
mena u intenzitetu jonske struje dok DNK prolazi kroz stohasti¢ki senzor — proteinsku nanoporu. Moze se-
kvencirati fragmente DNK u rasponu od pet redova veli¢ina (20 bp do nekoliko Mb) sa tacno3c¢u dupleks
ocitavanja >99,9% kada se koriste R10.4.1 nanopore. Sa elektronskim ,gitanjem” nukleinskih kiselina, ino-
vacije kao $to su minijaturni uredaj veli¢ine dlana sa cenom <1000 dolara, sekvenciranje na terenu, digi-
talno obogacivanje ciljnih sekvenci (adaptivno uzorkovanje) i direktno sekvenciranje RNK, postali su
stvarnost. Sekvenciranje dugih fragmenata omogucilo je kompletiranje sekvence genoma ¢oveka, objav-
ljivanje drafta ljudskog pangenoma i ubrzalo je sekvenciranje genoma eukariota. Od uvodenja metode
2011. godine sekvencirano je ~1000 od 1065 genoma deponovanih u NCBI bazi. Puni potencijal metode
u izucavanju transkriptoma i epigenoma bice vidljiv u godinama koje slede. Sekvenciranje dugih fragme-
nata postaje osnova precizne medicine efikasne za sve ljudske populacije i o¢uvanja biodiverziteta, i za-
vredelo je da bude metoda 2022. godine prema ¢asopisu Nature Methods.

Kljucne reci: sekvenciranje dugih fragmenata, treca generacija sekvenciranja, sekvenciranje kroz nano-
pore, SMRT sekvenciranje, genomika



Long read sequencing - the next level in genomic research

Dusanka Savi¢-Pavicevi¢,' Lana Radenkovi¢,’ Luka Velimirov," Nemanja Radovanovig,’
Anastasija Ninkovi¢," Nemanja Garai,' Milos Brkusanin,' Marko Pani¢,? Jovan Pesovi¢'
'University of Belgrade-Faculty of Biology, Center for Human Molecular Genetics, Belgrade
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Correspondence: duska@bio.bg.ac.rs

Abstract

Long read or third-generation sequencing produces reads from 1 kb to several Mb in length with preser-
ved epigenetic marks, at the single-molecule level and in real-time. Single-molecule real-time sequencing
(PacBio) and protein nanopore sequencing (Oxford Nanopore Technologies) are available technologies.
PacBio technology is based on monitoring the nucleotide incorporation by a single DNA polymerase mo-
lecule in real time using fluorescence as a surrogate marker. PacBio HiFi reads are ~15 kb in length with
>99.9% accuracy. Oxford Nanopore sequencing infers nucleotide sequence from the changes in ion cur-
rent intensity while DNA passes through a stochastic sensor — a protein nanopore. It can sequence DNA
fragments ranging in five orders of magnitude (20 bp to several Mb), with duplex read accuracy >99.9%
when using R10.4.1 nanopores. Innovations such as a miniature device of the palm-size with a price <1000
dollars, sequencing in the field, digital enrichment of target sequences (adaptive sampling) and direct
RNA sequencing have become a reality with the electronic ,reading” of nucleic acids. Long read sequen-
cing enabled completing the human genome sequence and releasing a draft of the human pangenome
reference. It has also accelerated genome sequencing of eukaryotic species. Out of 1065 genomes depo-
sited in the NCBI database, ~1000 were sequenced since its development. The full potential of the method
in studying transcriptome and epigenome will be visible in the years to come. Long read sequencing is be-
coming the basis of precision medicine effective for all human populations and biodiversity conservation
and was announced as the method of the year 2022 according to Nature Methods.

Key words: long read sequencing, third-generation sequencing, nanopore sequencing, SMRT sequen-
cing, genomics
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Otkric¢e sekundarne strukture DNK 1953. godine omogucdilo je razumevanje principa prenosenja i kori-
$¢enja genetickog materijala. Za obuhvatnije razumevanje sadrzaja, funkcije i varijabilnosti geneticke in-
formacije bilo je potrebno odrediti redosled nukleotida u genomima. Imperativ je ubrzo postao razvoj
metoda za sekvenciranje DNK ili kolokvijalno ,¢itanje” DNK. Svedoci smo da je svaki napredak u tehnologi-
jama sekvenciranja DNK omogucavao revolucionarne korake napred koji su bili i ostali klju¢ni za razume-
vanje bioloskih fenomena i impakt koji biologija ima u nauci i drustvu.

Tehnologije sekvenciranja DNK - konstantno pomeranje granica

Prva generacija sekvenciranja

Prve metode sekvenciranja DNK, Maksam-Gilbertova [Maxam-Gilbert] [1] i Sangerova [Sanger] [2], raz-
vijene su sredinom sedamdesetih godina proslog veka. Sangerovom metodom je 1977. godine prvo proci-
tan genom faga @-X174 duzine 5386 nukleotida (nt) [3]. Zatim je 1981. godine sekvenciran mitohondrijski
genom ¢oveka duzine 16569 baznih parova (bp) [4], a 1982. godine genom A faga duZine 48502 bp [5]. San-
gerova metoda oslanja se na enzimsku sintezu DNK uz koris¢enje obelezenih dideoksi nukleotida (termi-
natora sinteze) i elektroforetsko razdvajanje fragmenta DNK. Metoda sekvencira jedan po jedan fragment
DNK duzine 200-800 bp [2], a tacnost sekvenciranja (procenat ispravno ocitanih nukleotida nakon pora-
vnanja na referentnu sekvencu, eng. sequencing accuracy) je veéa od >99,9% i uzima se kao standard za se-
kvenciranja visoke tac¢nosti. Automatizacija Sangerove metode, koju je komercijalizovala kompanija Applied
Biosciences, kulminirala je 2003. godine objavljivanjem prve referentne sekvence 92% genoma ¢oveka du-
Zine 2,86 gigabaze (Gb ili 10° bp) i zavrsetkom Projekta ,Genom ¢oveka” (eng. Human Genome Project) [6].
Projekat slovi za najambiciozniji poduhvat u biologiji, trajao je ¢itavih 13 godina i kostao oko 3 milijarde do-
lara. Vodeci naucnici projekta, Frensis Kolins [Francis Collins] i Kreg Venter [Craig Venter], slozili su se da je
ovo izuzetno dostignuée samo pocetak napora da se razume genom (¢oveka) i sloZzenost bioloskih sistema,
kao i da se ste¢ena znanja primene za dobrobit Covecanstva. Od tog perioda, najpropulzivnija grana biolo-
gije postaje genomika.

Druga generacija sekvenciranja

Niska propusnost i visoka cena Sangerove metode predstavljali su ograni¢enje za sekvenciranje ge-
noma velikog broja bioloskih vrsta i sekvenciranje na populacionoj skali u cilju razumevanja geneticke va-
rijabilnosti. Progres je stimulisan ve¢ 2004. godine kada su ameri¢ki Nacionalni instituti za zdravlje (eng.
National Institutes of Health, NIH) objavili poziv za Projekat revolucionarnih tehnologija za sekvenciranje ge-
noma, vredan 70 miliona dolara sa ciljem da se u narednih 15 godina dostigne cena sekvenciranja genoma
Coveka od 1000 dolara. Projekat je doprineo razvoju raznovrsnih i inovativnih tehnologija sekvenciranja
DNK, uklju¢ujudi i danasnje vodece tehnologije druge i tre¢e generacije [7-9].

Prva komercijalizovana i dominantna tehnologija druge generacije sekvenciranja, poznatija kao se-
kvenciranje sledece generacije (eng. next generation sequencing, NGS) je Solexa-Illumina tehnologija. Njena
klju¢na novina bila je visoka propusnost zbog masivnog paralelnog sekvenciranja miliona fragmenata DNK
omogucenog klonalnom amplifikacijom na ¢vrstoj podlozi koja pravi klastere sastavljene izogromnog broja
identi¢nih fragmenata DNK [10,11]. Sledi enzimska sinteza DNK u svakom klasteru tokom koje DNK poli-
meraza kao supstrate koristi fragmente DNK iz klastera i fluorescentno obelezene nukleotide koji imaju blo-
kiranu 3°-OH grupu (reverzibilne terminatore) [12]. Nakon ugradnje jednog nukleotida, sinteza se zaustavlja
da bi se fluorescentni signal paralelno detektovao u milionima klastera. Sledi uklanjanje blokatora sa 3X-



OH grupe ugradenog nukleotida i proces se ponavlja kako bi se odredila sekvenca DNK u svakom od kla-
stera [7,8]. Sekvenca fragmenata od 50 do 500 bp moze se odrediti sa tacnosc¢u >99,9% [12,13], tako da me-
toda zajedno sa Sangerovom spada u grupu tehnologija sekvenciranja kratkih fragmenata (eng. short-read
sequencing).

U poslednjih desetak godina lllumina tehnologija omogucdila je konstantan rast obima sekvenciranja i
postala je zlatni standard. Od sekvenciranja 1,3 genoma ¢oveka sa pokrivenos¢u od 30 puta na prvim apa-
ratima, danas samo jedan aparat iz serije NovaSegX moze sekvencirati vise od 20000 humanih genoma go-
disnje po ceni jednog genoma od 200 dolara. Povecanje propusnosti metode omogucilo je i prve
populacione projekte poput ,1000 genoma“ [14]. Tehnologija je primenjena i za ocitavanje metoda funk-
cionalne genomike koje izu¢avaju strukturu hromatina, interakciju genoma i transkripcionih faktora, trans-
kriptom, interakciju RNK i RNK-vezivnih proteina, kovelantne modifikacije RNK i translatom [15-18],
omogucivsi ne samo brz napredak genomike, ve¢ i razvoj transkriptomike, epigenomike i epitranskripto-
mike. Neverovatan prodor i Siroka dostupnost tehnologije rezultovali su ogromnim brojem nau¢nih otkri¢a
vezanih za funkcionisanje i varijabilnost genoma, koji su bezmalo obelezili poslednjih 10-15 godina. Dobri
primeri za to su prepoznavanje funkcionalnosti nekodirajucih regiona genoma eukariota, ukljucujucii gene
za duge nekodiraju¢e RNK [15,19], ili razumevanje evolucije ¢oveka kroz otkri¢a vezana za genome prai-
storijskih ljudi koja su Svante Pabu [Svante Padabo] donela Nobelovu nagradu za fiziologiju i medicinu 2022.
godine [20]. lllumina tehnologija je sekvenciranje DNK ucinila i glavnhom klini¢ckom alatkom u dijagnostici re-
tkih bolesti i personalizovanoj medicini, pruzaju¢i nova znanja o genetici humanih bolesti i postavljajudi
osnov za razvoj inovativnih terapeutika [21,22]. Potencijal druge generacije sekvenciranja prepoznao je ¢a-
sopis Nature Methods proglasivsi je jos u njenom ranom razvoju za metodu 2007. godine [23].

Treca generacija sekvenciranja

lako je impakt NGS tehnologije na nauku i drustvo impresivan, tempo tehnoloskih inovacija u sekven-
ciranju nukleinskih kiselina nije opao ni u jednom trenutku. TeZilo se razvoju tehnologija sekvenciranja dugih
fragmenata (eng. long-read sequencing) kako bi se prevazisla ogranic¢enja tehnologije kratkih fragmenata u
sekvenciranju genoma visih eukariota i razumevanju transkriptoma. Dve dominantne tehnologije sekven-
ciranja dugih fragmenata su sekvenciranje pojedina¢nih molekula u realnom vremenu (eng. single-mole-
cule real-time, SMRT) kompanije Pacific Biosciences (PacBio) [24] i sekvenciranje kroz proteinske nanopore
kompanije Oxford Nanopore Technologies (ONT) [25]. Nedavno su PacBio HiFi (eng. high- fidelity) ocitavanja
duzine ~15 kb [26] i veoma duga dupleks ONT o¢itavanja duzine ~100 kb (eng. ultra-long reads) dobijena
kroz nanopore R10.4.1 [27] dostigli tacnost >99,9%. Ovaj metodoloski napredak omogucio je Konzorcijumu
od telomere do teleomere (eng. Telomere-to-Telomere Consortium, T2T) da procita preostalih 8% genoma
¢oveka i ucini dostupnim prvi kompletan referentni genom ¢oveka T2T-CHM13 duzine 3055 Gb [28]. Zbog
ovog dostignuca i potencijala sa Sirokom primenom u svim oblastima genomskih istrazivanja, sekvencira-
nje dugih fragmenata zavredelo je bude metoda 2022. godine prema ¢asopisu Nature Methods [29].

Konceptualne novine koje tre¢a generacija sekvenciranja donosi su: sekvenciranje pojedinaénih mole-
kula nukleinskih kiselina, sekvenciranje u realnom vremenu, sekvenciranje dugih fragmenta od 1 kilobaze
(kb, 10% bp) do ¢ak nekoliko megabaza (Mb,10° bp) i sekvenciranje nativnih molekula DNK sa o¢uvanim epi-
geneti¢ckim modifikacijama [9]. Dodatne novine jedinstvene za sekvenciranje kroz nanopore su elektronsko
sekvenciranje, minijaturizacija aparata do veli¢ine dlana, sekvenciranja na terenu, digitalno obogacivanje cilj-
nih fragmenata DNK (eng. adaptive sampling) i direktno sekvenciranje RNK [25]. Razvoje tree generacije
sekvenciranja otvara neverovatne mogucnosti za dalji progres u genomici i srodnim oblastima, pomerajudi
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granice u bioloskim istrazivanjima i oblastima u kojima primena bioloskih dostignuca unosi konceptualne
promene. Pored toga, primena nanopora ima potencijal da sekvenciranje nukleinskih kiselina ucini do-
stupnim u meri uporedivom sa dostupnos$¢u kompjuterskih tehnologija nakon uvodenja prenosivih ra¢u-
nara.

SMRT sekvenciranje - jedan molekul DNK polimeraze kao masina za sekvenciranje jednog
molekula DNK u realnom vremenu

Razvoj i princip SMRT sekvenciranja

Sli¢éno Sangerovoj i lllumina tehnologijama, SMRT tehnologija koristi enzimsku sintezu DNK i sekvencu
odreduje koristeci fluorescenciju kao surogat marker. Medutim, ono sto joj omogucava sekvenciranje po-
jedinacnih, nativnih, dugih fragmenata DNK u realnom vremenu je koris¢enje procesivnosti i realne brzine
polimerizacije DNK polimeraze [24]. Dve inovacije su bile klju¢ne za razvoj tehnologije. Prva je vezana za nu-
kleotide sa fluorobojom vezanom preko linkera za 5'-y-fosfat (eng. phospholinked nucleotides), koji obezbe-
duju kontinuiranu sintezu DNK [30,31]. Druga inovacija je ¢ip sa talasovodima nultog moda (eng. zero-mode
waveguides, ZMW) koji paralelno detektuje aktivnost na hiljade pojedina¢nih molekula DNK polimeraza u pri-
sustvu visoke koncentracije nukleotida u vremenskoj skali u miliseskundama [32]. Ovako dizajnirani ¢ip bio
je neophodan za precenje sinteze DNK u realnom vremenu i visoku propusnost metode. ZMW ¢ipove razila
je kompanija PacBio pod nazivom SMRT Celije (eng. SMRT cell), a potom i komercijalizovala metodu 2011. go-
dine.

SMRT ¢elija sadrzi na stotine hiljada ili nekoliko miliona ZMW-ova u kojima se fluorescencija paralelno
detektuje. Sam ZMW je nanofotonska struktura ¢iji dizajn reSava problem detekcije aktivnosti pojedinacnih
molekula DNK polimeraza koji nastaje zbog inheretnog svojstva enzima da interval izmedu ugradnje dva nu-
kleotida stohasticki varira. Predstavlja minijaturni cilindar perforiran u tanki metal, ima providno dnoi pre¢-
nik od nekoliko desetina nanometara (nm) koji je manji od talasne duzine svetlosti kojom se ekscitiraju
fluoroboje (slika 1A) [32]. Kada se laserskom svetlo$¢u osvetli ZMW, talasna duzina svetlosti je velika da bi
prosla kroz providno dno . Medutim, svetlost se ne zaustavlja na samom providnom dnu vec oslabljena pro-
dire u donji deo ZMW-a do njegove visine od 20-30 nm, ¢ime se stvara opservaciona zapremina od svega
dvadesetak zeptolitara (10 litara). Minijaturna opservaciona zapremina, za vise od tri reda veli¢ine manja
u odnosu na konfokalnu fluorescentnu mikroskopiju, obezbeduje detekciju ekscitacije jedne fluoroboje
uprkos relativno visokim koncentracijama obelezenih nukleotida (mM do mM) potrebnih DNK polimerazi
za brzu, ta¢nu i procesivnu sintezu DNK [32]. Tako, u ZMW pre¢nika 100 nm, prose¢na zauzetost opservacione
zapremine je ~0,01 do 1 molekula obelezenog nukleotida. Pored navedenih osobina ZMW-a, specifi¢na po-
vrsinska hemija na providnom dnu favorizuje imobilizaciju DNK polimeraze dok je inhibirana nespecifi¢na
adsorpcija obelezenih nukleotida [33].

U instrumentu za SMRT sekvenciranje kontinuirano se vr$i multilaserska ekscitacija i detekcija koja verno
diskriminise Cetiri spektralno razlicite fluoroboje, paralelno u ogromnom broju ZMW-ova. Puls fluorescen-
cije detektuje se pri emitovanju 99% upadne svetlosti [34]. Puls pocinje vezivanjem obeleZzenog nukleotida
za DNK polimerazu, traje dok je nukleotid vezan za polimerazu i zavrsava nakon ugradnje nukleotida u ra-
stu¢i DNK lanac (slika 1A). Oslobodeni pirofosfat sa vezanom fluorobojom brzo difunduje iz opservacione
zapremine ZMW-a. Zadrzavanje ispravnog nukleotida u aktivnom centru DNK polimeraze je mnogo duze od
vremena zadrzavanja neispravnog nukleotida (<1 ms) ili difuzije slobodnih nukleotida, prisutnih u visokim,
bioloski relevantnim koncetracijama, u opservacionu zapreminu (2 do 10 ms), $to se detektuje kao kon-



stantan pozadinski signal koji je mnogo nizi u odnosu na puls fluorescencije (slika 1A). Nakon ugradnje jed-
nog nukleotida, sledi translokacija matrice, a DNK polimeraza u aktivho mesto vezuje sledeci nukleotid, sto
oznacava pocetak sledeceg pulsa. Redosled pulsa fluorescencije zabeleZen u dijagramu zavisnosti intenzi-
teta pulsa u od vremena prevodi se u redosled nukleotida (slika 1A). Trajanje pulsa fluorescencije zavisi od
brzine ugradnje nukleotida DNK polimerazom, dok je trajanje interpulsa kombinacija vremena translokacije
i vezivanja sledeceg ispravnog nukleotida. U dokazu koncepta metode kori¢ena je j29 polimeraza jer je
izuzetno procesivna i sastoji se od jedne subjedinice [24].

Biblioteka za sekvenciranje se sastoji od topoloski kruznih molekula DNK nastalih ligiranjem oba kraja
nativnog dvolan¢anog DNK fragmenta sa jednolan¢anim adapterima koji imaju strukture ukosnice, te svako
ocitavanje sadrzi sekvencu oba lanca DNK fragmenta. Za formirane kruzne molekule vezuju se DNK poli-
meraza i prajmer komplementaran adapteru. Nakon nalivanja biblioteke na SMRT ¢eliju po jedan kruzni mo-
lekul DNK ulazi u ZMW, a DNK polimeraza se pozicionira na njegovo dno. Dodavanjem obeleZenih nukleotida
pocinje sinteza DNK i detektuje se fluorescencija svakog ugradenog nukleotida. S obzirom na to da se za pri-
premu bilioteka koriste nativni molekuli DNK i da DNK polimeraza sporije ugraduje nukleotide ako se u ma-
trici nalazi modifikovani nukleozid, prisustvo duzeg interpulsa u odnosu na referentnu amplifikovanu DNK,
ukazuje na prisustvo epigenetickih oznaka (slika 1A). Do sada su uspesno detektovani N6-metilandenozin,
5-metilcitidin, 5-hidroksimetilcitidin i 4-metilcitidin [35].

Duzina ocitavanja, ta¢nost i prinos SMRT sekvenciranja

Prose¢na duzina ocitavanja SMRT sekvenciranja iznosi od jedne do nekoliko stotina kb, a glavni ogranica-
vajuci faktor je procesivnost DNK polimeraze. Metoda se prvo oslanjala na duga kontinuirana ocitavanja
(eng. continuous long reads, CLR). Zbog duzine DNK fragmenta >30 kb, DNK polimeraza je mogla uglavnom
jednom ili rede par puta da iskoristi kruzni molekul DNK kao matricu, stvarajuci tako CLR-ove sastavljene iz
podocitavanja (eng. subreads). Tacnost sekvenciranja po podocitavanju (eng. subread accuracy) iznosi 85—
92% [9]. Obrazac gresaka je nasumican sa izuzetkom homopolimernih nizova duzih od pet nukleotida, koji
se Citaju sa tacnosc¢u od ~85%. Bioinformatickim poliranjem (eng. polishing) podocitavanja pomocu sirovih
podatka fluorescentnih pulseva dobijala se konsenzusna sekvenca vece ta¢nosti, ali standard od >99,9%
tacnosti nije mogao biti dostignut. Jo$ u originalnom radu o SMRT sekvenciranju predoceno je da bi kruzno
konsenzusno sekvenciranje (eng. circular consensus sequencing, CCS) moglo da poboljsa ta¢nost metode.
Uocleno je da poravnanje 15 ocitavanja eliminise slu¢ajne, ali ne i sistemske greske u pojedinacnim ocita-
vanjima dajuci konsenzusnu sekvencu ta¢nosti 99,3% (eng. consensus accuracy) [24]. CCS podrazumeva da
DNK polimeraza vise puta iskoristi kruzni molekul DNK kao matricu dajuci jedno ocitavanje sastavljeno iz po-
docitavanja koja i dalje imaju ta¢nost od 85-92%. Kako bi se postiglo da konsenzusna sekvenca izvedena iz
podocitavanja dostigne ta¢nost >99,9% uveden je korak pre-ekstenzije u kome DNK polimeraza zapocinje
sintezu DNK bez laserskog ocitavanja [26]. Na ovaj nacin ,eliminiSu” se osteceni fragmenti DNK na kojima
polimeraza biva zarobljena. Na osnovu zapazanja da DNK polimeraza u ZMW-u uspesno sintetise fragmente
od ~150 kb i da je potrebno da ~10 puta prepise jednolan¢anu kruznu DNK kako bi se postigla ta¢nost od
99,9%, procenjeno je da bi optimalna duzina fragmenata DNK u SMRT biblioteci trebalo da bude 10-15 kb.
Danas se ovim pristupom sekvenciraju fragmenti prose¢ne duzine ~15 kb, a maksimalno 25 kb sa tacnos¢u
konsenzusne sekvence >99,9%, zbog Cega se naziva Hifi oCitavanje. Koris¢enjem HiFi oitavanja moguce je
de novo asemblirati genom ¢oveka sa prose¢nom ta¢nosc¢u >99,8% [26].

Do sada je proizveden nekoliko generacija aparata za SMRT sekvenciranje. Aparat RSI/ koristio je SMRT ce-
liju sa ~150000 ZMW-ova. Prinos sekvenciranja (koli¢ina dobijenih podataka po jednoj ¢eliji/eksperimentu,
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eng. sequencing yield) po jednoj RSII éeliji tokom CLR sekvenciranja iznosila je 1-10 Gb [9]. Sequel Il aparat iz
sledece generacije koristi SMRT ¢eliju sa 8 miliona ZMW-ova sa prinosom CLR sekvenciranja od 160 Gb i CCR
sekvenciranja od 15-25 Gb [9]. Verzija Sequel lle moze primiti pet SMRT ¢elija, $to godisnje omogucava se-
kvenciranje 300 genoma ¢oveka. Aparat poslednje generacije, Revio Cija je prodaja pocela u prvoj polovini
2023. godine, koristi SMRT celije sa 25 miliona ZMW-ova i prinosom sekvenciranja od 90 Gb. Jedna celija je
dovoljna za sekvenciranje genoma c¢oveka po ceni od 750-1000 dolara, a posto aparat prima cetiri Celije,
godisnje moze da sekvencira 1300 genoma ¢oveka [36].

Razvoj tehnologija sekvenciranja dugih fragmenata prati razvoj razlicitih pristupa za izolovanje i precisca-
vanje DNK visoke molekulske tezine (eng. high molecular weight, HMW) jer integritet DNK predstavlja dodatni
ogranicavajuci faktor za duzinu sekvenciranih fragmenata. Tako, ve¢ina kompanija koje proizvode komplete
za izolovanje DNK u ponudiima i one za izolovanje HMW DNA. Vrlo ¢esto se koriste i razli¢ite metode za eli-
minaciju kratkih fragmenata ili odabir fragmenata Zeljene veli¢ine kako bi se dobila odredena distribucija
fragmenata i/ili poboljsao prinos sekvenciranja, imajuci u vidu da kraci fragmenti brze difunduju kroz pro-
toc¢nu Celiju i smestaju se u ZMW. S obzirom da tehnologije dugih ocitavanja koriste nativne molekule DNK,
njihova mana je potreba za mikrogramskim (mg) koli¢inama DNK.
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Slika 1. Sekvenciranje dugih fragmenata. A) SMRT sekvenciranje (eng. single-molecule real-time sequencing, Pacific Biosience). Biblioteka za sekvenciranje formira se li-
giranjem dvolancanih nativnih fragmenta DNK i adaptera u obliku ukosnice. Nastaju kruzni jednolan¢ani molekuli DNK $to omogucava sekvenciraju oba lanca datog frag-
menta DNK. Nakon dodavanja DNK polimeraze i prajmera komplementarnog adapteru, biblioteka se naliva na protocnu ¢eliju koja sadrzi na milione talasovoda nultog
moda - ZMW-ova (eng. zero-mode waveguides). Samo jedan kruzni molekul DNK sa polimerazom i prajmerom staje u jedan ZMW, a sama polimeraza se privezuje za nje-
govo dno. Nakon dodavanja nukleotida obelezenih fluorobojama vezanim za 5¢-g-fosfat, polimeraza zapocinje sintezu DNK. Zbog opservacione zapremina ZMW-a od
svega dvadesetak pikolitara (102" I) detektuje se ugradnja pojedina¢nih nukleotida u jednom molekulu DNK kroz kontinuiranu multilasersku ekscitaciju i detekciju emi-
tovane svetlosti iz pojedinacnog ZMW-a. Iz dijagrama zavisnosti intenziteta fluorescencije od vremena izvodi se sekvenca DNK. Na osnovu duzih interpulseva mogu se
direktno, citati” epigeneticke oznake molekula DNK, npr. N6-metiladenozin i 5-metilcitidin, jer modifikovani nukleozidi usporavaju kinetiku ugradnje nukleotida DNK po-
limerazom. B) Sekvenciranje kroz proteinske nanopore (eng. Oxford nanopore sequencing, Oxford Nanopore Technologies). Biblioteka za sekvenciranje se sastoji od nativnih
dvolancanih fragemnata DNK ligiranih za adaptere koji sadrze motorni protein i hibridizuju sa ‘privezivacem’(eng. tether). Nakon nalivanja na proto¢nu ¢eliju ‘privezi-
vac'olaksava DNK fragmentu da stigne do pore i pridrzava je za elektri¢no otpornu memebranu uronjenu u rastvor elektrolita. Funkcija motornog proteina je da topi dvo-
lan¢anu DNK i usporava kretanje jednolanc¢ane DNK kroz nanoporu. Nakon primene konstantnog napona, jednolanc¢ana DNK prolazi kroz nanoporu a intenzitet struje
opada. Promene intenziteta struje su najizreazenije pri prolasku DNK kroz senzorni region nanopore. Iz strujnog zapisa u funkciji vremena sastavljenog iz kontekstualne
informacije nastale kada se nekoliko (pet) nukleotida isotvremeno nade u senzornom regionu, izvodi se sekvenca DNK. Iz strujnog zapisa moguce je Citati” epigeneti-
¢ke oznake, jer svaka modifikacija nukleozida doprinosi promeni struje na specifi¢an nacin.



Sekvenciranje kroz proteinske nanopore - elektronsko ,citanje”
pojedinacnih molekula nukleinskih kiselina

Razvoj i princip sekvenciranja kroz proteinske nanopore

Dejvid Dimer [David Deamer] je jos 1989. godine zabelezio ideju o direktnom sekvenciranju DNK: ,Kon-
cept — DNK ¢e biti vodena kroz mali kanal, bilo razlikom u elektricnom potencijalu ili pH. Kanal ¢e provoditi
struju usled razlike u potencijalu. Kako svaka baza bude prolazila kroz kanal, desavace se promena u struiji.
Posto su baze razlicite veli¢ine, promena struje e biti proporcionalna (odgovarajucoj bazi), Cime ¢e davati
indikaciju o kojoj je bazi re¢. Detalji — Membrana mora biti veoma tanka. Kanal mora biti dimenzija preseka
DNK, priblizno 1-2 nm. Porin? Komplement?” [37]. Ova naizgled jednostavna ideja direktnog elektronskog
LCitanja” pojedinac¢nih molekula nukleinskih kiselina, a ne njihovih sintetickih kopija ili fluoresecencije kao
surogat markera, razvijala se oko 25 godina. Trebalo je dostici vedi broj tehnoloski veoma izazovnih pre-
kretnica. Razvoj tehnologije poceo je razvojem stohastickih senzora koji na osnovu promene struje nastale
usled prisustvaiili prolaza nekog analita kroz sam senzor mogu identifikovati prirodu i koncentraciju analita
[38]. Bilo je potrebno razviti i tehnike za detekcije strujnih promena reda veli¢ine pikoampera (pA) u poje-
dina¢nim senzorima (eng. stochastic sensing). Zbog biofizi¢cke osobine provodenja jonske struje i nanome-
tarskih dimenzija, membranske proteinske pore su bili kandidati za stohasti¢ke biosenzore. Prvi stohasticki
biosenzor ili proteinska nanopora kori$¢ena za detekciju nukleinskih kiselina bio je a hemolizin (aHL) bak-
terije Staphylococcus aureus i njegove geneti¢ki dizajnirane varijante [39-41]. Tokom razvoja sekvenciranja
kroz nanopore, nesto kasnije koris¢en je i porin A Mycobacterium smegmatis (MspA) [42]. Imajudi u vidu da
je najuzi prec¢nik pore 1,4 nm kod aHL i 1,2 nm kod MspA moglo se ocekivati da samo jednolan¢ane nu-
kleinske kiseline prolaze kroz poru. Ovi najuzi regioni pora predstavljaju senzorni region (ili eng. reading
head) odgovoran za diskriminaciju analita. Zatim je usledio dokaz da jednolanc¢ane DNK i RNK mogu da se
krecu kroz poru aHL kada se primeni razlika potencijala dovodedi do blokade struje [39]. Odredivanjem naj-
verovatnijeg vremena translokacije nukleinskih kiselina, reda veli¢ine mikrosekunda, i rezidualne struje
tokom translokacije, pokazano je da je moguce razlikovati bazni sastav homopolimernih nukleinskih kise-
lina, kao i bazni sastav razli¢itih homopolimernih segmenata u jednom molekulu RNK [30,40]. Nakon ovog
uspeha, trebalo je skoro jos 10 godina da se pokaZe da je moguce identifikovati pojedinacne nukleotide u
molekulu DNK imobilizovanom na modifikovanoj nanopori aHL [41], ali i 5-metilcitidin kada je upotreb-
ljena modifikovana nanopora MspA [42]. Slededi veliki izazov bilo je odredivanje sekvence iz strujnih zapisa
nastalih izuzetno brzim prolazom slobodnih nukleinskih kiselina kroz poru. Trebalo je, naime, resiti problem
smanjenja vremena njihovog kretanja za cak tri reda veliine, sa skale u mikrosekundama na skalu u mili-
sekundama. Za ,usporenje” provla¢enja DNK kroz nanopore prvo su iskoris¢ene egzonukleaze [43,44], ali je
tek upotrebom @29 polimeraze pokazano da je moguce dobiti informaciju o redosledu nukleotida u slo-
bodnom molekulu DNK tokom njegovog prolazenja kroz proteinsku nanoporu [45,46]. Koris¢enje procesi-
vnih enzima koji manipuliSu sa DNK, oznacenih kao motorni proteini u tehnologiji sekvenciranja kroz
nanopore, ne samo da je omogucdilo kontrolu kretanja slobodnih molekula DNK ve¢ i razdvajanje dvolan¢ane
DNK i odrzavanje jednolan¢anog regiona DNK u istegnutom stanju kao kada je jednolan¢ana DNK imobili-
sana na poru. Zbog duZzine senzornog regiona pore, trenutni signali struje ne odgovaraju zapisu jednog nu-
kleotida ve¢ nizu od nekoliko nukleotida tako da milisekundni signali struje zavise od konteksta, odnosno
tokom sekvenciranja citaju se ,reci” a ne ,slova”. Identifikacija nukleotida u strujnim signalima sa dodatnim
informacijama, tzv.,,pokretnim prozorima‘, zahtevala je razvoj sofisticiranih algoritama kako bi se oni pre-
veli u sekvencu nukleinske kiseline [49]. Sva ova akademska dostignuda, rezultovala su komercijalizacijom
metode kada je kompanija ONT omogucila paralelizaciju identifikacije strujnog zapisa iz ogromanog broja
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pojedinacnih pora (eng. single-channel recording) u cilju postizanja konkurentne propusnosti metode. Kroz
program rane dostupnosti tehnologije 2014. godine (eng. Min/ON Access Program) i koncept otvorenog raz-
voja sa brzom razmenom podataka, poboljsani su protokoli za pripremu uzoraka i softveri za analizu poda-
taka. Tehnologija je postala Siroko dostupna 2016. godine [25]. U poredenju sa ostalim tehnologijama, ¢ini
se da je ONT komercijalizovala tehnologiju u ranijoj fazi razvoja, sto je ¢ini tezom ali i izazovnijom za imple-
mentaciju u istrazivanjima.

Aparat za ONT sekvenciranje MinION je prvi prenosivi uredaj za sekvenciranje, velicine mobilnog tele-
fona, tezine 90 grama, napaja se preko USB priklju¢ka i kosta >1000 dolara [25,48]. Aparat moze primiti
jednu MinlON protocnu celiju (eng. MinlON flow cell) koja sadrzi 2048 nanopora utisnutih u elektri¢no ot-
pornu polimernu membranu koja je uronjena u rastvor elektrolita. Po Cetiri pore su organizovane u 512 ka-
nala, a svaki kanal je povezan sa posebnom elektrodom na senzornom Cipu cija se aktivnost kontrolise
pomocu mikroelektronskog cipa ASIC (eng. application-specific integration circuit) [48]. Zbog ove osobine, u
jednom trenutku paralelno se detektuje aktivnost maksimalno 512 pora.

Priprema biblioteke za sekvenciranje podrazumeva ligiranje dvolanc¢anih adaptera za ¢iji je jedan lanac
privezan motorni protein, a za drugi je hibridizovan privezivac (eng. tether) (slika 1B). Privezivac je oligonu-
kleotid sa holesterolom koji fragmentu DNK pomaze da stigne do pore i pridrzava ga za membranu. Pri pri-
meni konstantnog napona, kroz nanopore tece jonska struja koja omogucava da se negativno naelektrisani
jednolancani molekul DNK krece kroz nanopore od negativne (cis) ka pozitivnoj (trans) strani (slika 1B). Mo-
torni protein provlaci (usporava kretanje) nukleinsku kiselinu kroz nanoporu i ujedno topi sekundarne struk-
ture tako da jednolancani istegnuti” molekul DNK prolazi kroz nanoporu. Tokom prolaza jednolan¢ane
nukleinske kiseline kroz nanoporu dolazi do trenutnih promena jonske struje koje uzrokuje nekoliko uza-
stopnih nukleotida prisutnih u senzornom regionu pore (slika 1B). Zapisi jonske struje, tzv. vijugave 3kra-
botine (eng. squiggle), iz svake pojedinacne pore i to za svaki pojedina¢ni molekul DNK koji je prosao kroz
datu poru, analiziraju se primenom algoritama masinskog ucenja, omogucavajuéi dobijanje sekvence po-
jedinac¢nih molekula nukleinskih kiselina u realnom vremenu (slika 1B). Modifikovani DNK nukleozidi uzro-
kuju karakteristicne promene struje u poredenju sa nemodifikovanim, tako da se epigeneti¢ke oznake DNK,
kao Sto su 5-metilcitidin i 5-hidroksimetilcitidin, mogu takode detektovati u realnom vremenu (slika 1B)
[49,50].

Koris¢enjem algoritama i kontrolisanjem napona u pojedina¢nim nanoporama moguce je raditi digi-
talno obogacivanje, odnosno preferencijalno sekvenciranje ciljnog fragmenta u uzorku DNK, poznato pod
nazivom adaptivno uzorkovanje [25,51]. Dok lanac DNK prolazi kroz nanoporu, u realnom vremenu nastaje
strujni zapis koji se poredi sa o¢ekivanim obrascem strujnog zapisa ciljne sekvence. U slu¢aju njihovog po-
klapanja sekvenciranje se nastavlja, dok se u slu¢aju nepoklapanja menja napon u datoj pori (kanalu), lanac
DNK se izbacuje iz pore tako da ona moze primiti drugi lanac DNK. Adaptivno uzorkovanje uspesno je ura-
deno za ciljne regione u genomu A faga i ¢Coveka [51,52]. Digitalno obogacivanje skracuje vreme pripreme
biblioteke i samog sekvenciranja. S obzirom da je aktivni,vek” proteinskih nanopora oko 72 sata, skra¢enjem
trajanja jedne analize povecava se ukupan broj analiza koji se moze uraditi na jednoj proto¢noj celiji.

Duzina ocitavanja, ta¢nost i prinos sekvenciranja DNK kroz proteinske nanopore

Superiornost sekvenciranja kroz nanopore je duzina ocitavanja jer se metoda oslanja na fizicku tran-
slokaciju nukleinske kiseline i u teoriji bi mogla da bude neogranicena. Ipak, prose¢na duzina ocitavanja iz-
nosi 1-50 kb, N50 (duzina ocitavanja na 50% svih dobijenih ocitavanja sortiranih prema duzini) je 1-100 kb,
maksimalne duzine su >1 Mb dok rekordna iznosi 4,2 Mb [53]. U praksi je limitirajuci faktor za duzinu ocita-



vanja integritet molekula DNK koji zavisi od o¢uvanosti bioloskog uzorka i metoda za izolovanje DNK. Za izo-
lovanje HMW DNK i obogacivanje dugih fragmenata koriste se iste metode kao za SMRT sekvenciranje, dok
se za ultra-duga ocitavanja (>100 kb) preporucuje fenol-hloroformska ekstrakcija [9]. Eliminisanje kratkih
fragmenata je preporucljivo jer zastupljeniji kraci fragmenti efikasnije ligiraju sa adapterima i prolaze kroz
pore. Sa daljim poboljsanjem sadasnjeg pristupa u sekvenciranju kroz proteinske nanopore, limitrajudi fak-
tor bi mogla da bude i procesivnost motornog proteina. lako je ONT metoda prepoznata kao tehnologija koja
sekvencira duge i ultra-duge fragmente, od 2022. godine postala je jedina dostupna tehnologija koja se-
kvencira fragmente DNK u opsegu od pet redova veli¢ina - od 20 bp do nekoliko Mb, na istim aparatima i
sa istim na¢inom pripreme uzoraka [54].

Kroz kontinuirano poboljsanje senzitivnosti proteinskih nanopora, hemije za sekvenciranje i algoritama
za pozivanje baza (eng. basecalling) iz strujnih zapisa, ONT je postala tehnologija koja po ta¢nosti parira dru-
gim tehnologijama. Procenat ispravno ocitanih nukleotida po jednom ocitavanju (eng. raw read accuracy)
iznosio je 61,8% za R6 nanopore (2015. godine) [55], zatim 98,3% za R9.4.1 nanopore i hemiju 110 (2019. go-
dine)i99,5% za R10.4.1 nanopore i hemiju V14 (2022. godine) [56]. Poslednja navedena verzija pora i hemije
sa verovatno¢om >20% omogucava sekvenciranje oba lanca jednog molekula DNK (jednog po jednog) kroz
istu poru, tako da sa razvojem algoritama za dupleks ocitavanja ta¢nost sekvenciranja jednog molekula
(eng. single molecule accuracy) iznosi >99,9% [56]. Sa poveéanjem ta¢nosti pojedina¢nog ocitavanja pove-
¢ava se ta¢nost konsenzusnih sekvenci (izvedenih iz preklapajucih pojedinac¢nih ocitavanja) koja eliminise
nasumicne greske. Konsenzusna sekvenca izvedena kombinovanjem pojedinacnih ocitavanja pri target-
nom sekvenciranju (eng. single molecule consesnus accuracy) za R9.4.1 i R10.3 nanopore iznosi 99,995% pri
pokrivenosti rRNK amplikona od 25 i 15 puta, redom [56], dostizudi tacnost HiFi ocitavanja, iako se konsen-
zusne sekvence generisu na razli¢ite nacine. Pri asembliranju genoma ta¢nost konsenzusne sekvence (eng.
consesnus accuracy) izvedene na osnovu delimi¢no preklopljenih ocitavanja dobijenih kroz 10.4.1 nanopore
iznosi 99,999% za bakterijski genom pri pokrivenosti 10-20 puta i 99,994% za genom ¢oveka pri pokrivenosti
40 puta [56].

Najznacajniji napredak u ta¢nosti tehnologije postignut je uvodenjem R9 nanopora 2016. godine [57]
koje predstavljaju membranski protein CsgG (eng. Curli production assembly/transport component) bakterije
E. coli geneticki modifikovan na takav nacin da je pre¢nik senzornog regiona smanjen sa 1,2 na 0,9 nm [58-
60]. Duzina senzornog regiona je 2,0 nm i u jednom trenutku ga istovremeno okupira pet nukleotida. R10.4.1
je prva nanopora sa dva senzorna regiona (eng. dual-constriction nanopore). Jedan senzorni region je u pro-
teinu CsgG, dok se drugi nalazi u 35 aminokiselina dugom N-terminalnom delu CsgF proteina [59]. CsgF
protein je partner proteina CsgG, a njegov N-terminalni deo se ,umece” u deo CsgG pore orijentisane ka
trans strani membrane u proto¢noj ¢eliji. Dodavanje drugog senzornog regiona omogucava visoko ta¢no
sekvenciranje homopolimernih regiona duzine do 10 nukleotida [59], 5to je poznata greska obe tehnologije
sekvenciranja dugih fragmenta [9,25], a trenutno osobina po kojoj ONT ocitavanja nadmasuju HiFi ocitava-
nja.

ONT je tehnologija koju odlikuje Siroka skalabilnost. Prose¢an prinos sekvenciranja po MinlON ¢eliji je 10-
15 Gb, a maksimalna 50 Gb za 72 sata pri brzini sekvenciranja od 420 nt/sec [48]. Razvijen je adapter za MinION
aparat koji prima Flongle ¢elije sa svega 128 pora i maksimalnim prinosom sekvenciranja od 2,8 Gb za 16 sati [48].
Aparati vece propusnosti su GirdION i PromethlON [48]. GirdION prima pet MinlON ili Flongle ¢elija koje se mogu
nezavisno koristiti, tako da je maksimalni prinos sekvenciranja 250 Gb. PromethION je namenjen za projekte na
populacionoj skali sa dostupnoscu verzija koje primaju 2, 24 ili 48 PromethION ¢elija sa ~6000 nanopora orga-
nizovanih u 2675 kanala. Posecan prinos sekvenciranja PromethlION celija je 208 Gb, $to odgovara koli¢ini po-
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dataka dobijenih sekvenciranjem dva genoma ¢oveka pokrivenosti 30 puta [53], a na godisnjem nivou sa ma-
ksimalnim iskoris¢enim resursima moze sekvencirati ~15000 genoma. Sa maksimalnim prinosom sekvencira-
nja celija od 290 Gb i uz paralelno koriséenje 48 ¢elija PromethlON moZe se proizvesti ~14 Tb podataka za 72 sata.

Sekvenciranje nativhe RNK kroz proteinske nanopore

Primenom ONT tehnologije mogu se direktno sekvencirati nativni molekuli RNK sa poli(A) repom, uklju-
cujudi i epitranskriptomske oznake [35,60,61]. Za pripremu biblioteke koriste se specifican adapter sa jed-
nolancanim poli(T) nizom koji hibidizuje sa poli(A) repom nativnih RNK i dalje omogucava ligiranje adaptera
za sekvenciranje sa motornim proteinom, nakon ¢ega se biblioteka naliva na proto¢nu celiju. U cilju dobi-
janja stabilnije biblioteke i poveéanja prinosa sekvenciranja moze se uraditi reverzna transkripcija nakon
vezivanja adaptera sa poli(T) nizom, a nastali RNK-cDNK hibrid se ligira za adapter za sekvenciranje. Motorni
protein je tako orijentisan, da i u ovom sluc¢aju kroz nanoporu prolazi nativnha RNK. DuZina sekvenciranih
molekula RNK odgovara duzini nativnih RNK. Jedna Min/ON protocna Celija sa R9 porama daje 1000000 oci-
tavanja, prinos sekvenciranja je 1-3 Gb, brzina ~70 nt/s i tatnost 83-86% [48]. Ocekuje se da se brzina se-
kvnciranja RNK poveca na 120nt/s kroz R10.4. pore.

Genomika - ulazak u novu brzinu

Genomi visih eukariota, ciji je prototip genom ¢oveka, sadrze duge nizove ponovljenih sekvenci i seg-
mentalne duplikacije (nizove >1 kb koji su prisutni na vise mesta u genomu i dele >90% identi¢nosti u se-
kvenci) koje su slabo izu¢ene zbog ograni¢enja u duzini ocitavanja Sangerovog i lllumina sekvenciranja.
Jedan od glavnih motiva razvoja metoda sekvenciranja dugih fragmenata upravo je bilo sekvenciranje slo-
Zenih genoma visih eukariota. Tezi se uvidu u strukturu genoma i dubljem razumevanju funkcije, evolucije
i varijabilnosti genoma. Od posebnog interesa su geneticke varijante za koje su tehnologije kratkih ocita-
vanja ,slepe” Takve su strukturne varijante (nizovi nukleotida >50 bp koji ukljucuju insercije, delecije, in-
verzije ili translokacije DNK segmenata, eng. structural variants) i varijante u broju kopija (nizovi nukleotida
koji se razlikuju u broju kopija, eng. copy number variants). Ve¢ sada se moze reci da su metode sekvencira-
nja dugih fragmenata unele revoluciju u genomiku eukariota. Od 2022. godine dostupan je prvi kompletan
referentni genom ¢oveka T2T-CHM13 [22], dok je u maju 2023. godine objavljen prvi draft ljudskog pange-
noma [62]. Od ukupno 1065 deponovanih genoma eukariota u NCBI (eng. National Center for Biotechnology
Information) bazi, ~1000 je sekvencirano nakon razvoja sekvenciranja dugih fragmenata, a broj sekvencira-
nih genoma u prvoj polovini 2023. godine je skoro dostigao broj sekvenciranih u prethodnoj godini [63].

+Neprocitanih” 8% genoma ¢oveka nakon zavrsetka Projekta ,Genom ¢oveka” sastojao se iz ponovlje-
nih sekvenci u centromerama (2%), sekundarnim suzenjima u hromozomima 1q, 9q, 16q (1%), akrocentri¢-
nim ru¢icama hromozoma 13p, 14p, 15p, 21p, 22p (2%), distalnom regionu hromozoma Yq (1%) i
euhromatinskom regionu (19%) [6]. Ovi regioni genoma ostali su prisutni u poslednjoj verziji donedavno je-
dine dostupne referentne sekvence genoma GRCh38 (eng. Genome Reference Consortium build 38) sastav-
ljene iz 998 kontiga (kontinuiranih sekvenci dobijenih slaganjem preklapajucih olitavanja, eng. contig) [64].
Konzorcijum T2T radio je na asembliranju kompletnog genoma ¢oveka u kome jedna kontiga odgovara jed-
nom celom hromzomu (eng. telomere-to-telomere chromosome assemblies), a klju¢nu ulogu imalo je ONT se-
kvenciranje ultra-dugih fragmenata sa visokom pokriveno$¢u genoma [22]. Referentni T2T-CHR13 genom
dobijen je iz trofoblastnih ¢elija sa kompletnom hidatidiformnom molom (eng. complete hydatidiform mole),
poremecajem usled koga su izgubile genom majke i duplicirale genom oca. Sustinski, priroda genoma 46,
XX CHR13 je haploidna, a uz stabilan kariotip bio je logican izbor T2T konzorcijuma. T2T-CHR13 referentni



genom ¢oveka je duzine 3,055 Gb sa skoro 200 Mb dodate sekvence koja poptuno pokriva 8% nedostajuce
sekvence (sa izuzetkom nekih nizova ribozomske DNK koje treba razresiti). Dodata sekvenca obuhvata cen-
tromerne a-satelitte, pericentromerne HSat1-3 satelite, koji zajedno ¢ine 5,7% genoma, oko 400 gena za ri-
bozomske RNK i druge sekvence. Sadrzi 1956 predikcija za gene, od kojih su 99 protein-kodirajuci, i 3,7
miliona novih tackastih varijanti (eng. single-nucleotide variants). Nedavnim objavljivanjem T2T sekvence
hromozomaY, dobijena je potpuna i sveobuhvatna referentna sekvenca za sva 24 hromozoma ¢oveka [65].
Y hromozom je dobio >30 Mb nedostajuée sekvence u regionima sastavljenim iz dugih palindroma, tan-
demski ponovljenih sekvenci i segmentalnih duplikacija, kao i 41 proten-kodirajuci gen. T2T-CHR13 refe-
rentni genom dopunjen T2T sekvencom hromozoma Y prvi put omogudava izucavanje funkcije,
varijabilnosti i evolucije ponovljenih centromernih regiona genoma na nivou pojedinac¢nih nukleotida.

lako dostignuca od ogromnog znacaja, GRCh38 i T2T-CHR13 referentni genomi ne daju verodostojnu
informaciju o genetickoj varijabilnosti ljudskih populacija, posebno strukturnim varijantama koje imaju visoku
stopu mutacije [66] i vazne su sa biomedicinskog i evolucionog znacaja. Npr., de novo asembliranje genoma
Tibetanaca pokazalo je da strukturne varijante specifi¢ne za ovu populaciju imaju vaznu ulogu u njenom pri-
lagodavanju na veliku nadmorsku visinu [67], dok 22q11.2 delecioni sindrom sa ucestalo$¢u ~1 u 1000 fe-
tusa [68] i mutacija vezana za spinalnu misi¢nu atrofiju sa ucestalo$¢u nosilaca 1 u 40 [69] nastaju usled
nehomologne de novo mejoticke rekombinacije u regionima segmentalnih duplikacija. Zato medunarodni
Konzorcijum za referentni ljudski pangenom (eng. Human Pangenome Reference Consortium) ima za cilj da
sekvencira genome 350 osoba razli¢itog porekla do sredine 2024. godine koris¢enjem sekvenciranja dugih
fragmenata i konstruise referentni ljudski pangenom koji ¢e sadrzati veliki broj varijantnih sekvenci i bolje
reprezentovati populacionu varijabilnost. Na osnovu de novo asembliranih genoma 47 osoba sa razdvoje-
nim kopijama majcinih i oevih hromozoma (eng. phased de novo genome assembly) dobijena je prva draft
sekvenca ljudskog pangenoma [62]. lako je njegova ta¢nost od 99% za barem jedan red veli¢ine manja od
ta¢nosti referentnih genoma GRCh38 i T2T-CHR13, broj identifikovanih strukturnih varijanti po uzorku iznosi
25000 u odnosu na 7500 identifikovanih lllumina tehnologijom [66]. Ocekuje se da ¢e referentni ljudski pan-
genom omoguditi ukljuc¢ivanje desetina hiljada dodatnih alela strukturnih varijanti u studije asocijacije na
nivou genoma, da ¢e uz pristupacnije sekvenciranje dugih fragmenata povecati dijagnosticki prinos, po-
boljsati predvidanje i leCenje bolesti, a preciznu medicinu uciniti efikasnom za sve populacije.

Izuc¢avanje varijanti u broju kopija, ¢ak i na nivou samo jednog gena imalo je velikih metodoloskih ogra-
nic¢enja koja mogu biti prevazidena primenom sekvenciranja dugih fragmenata. Kao primer se mogu navesti
bolesti uzrokovane ekspanzijama tandemskih ponovljenih motiva, koje su uzrok >50 neuroloskih bolesti
[70]. Uzrocni geni za ove bolesti otkriveni su uglavnom ili devedesetih godina proslog veka koris¢enjem
mapa vezanosti genetic¢kih markera i Southen blot metode ili tek poslednjih par godina primenom sekven-
ciranja dugih fragmenata [70]. Sekvenciranje dugih fragmenata je od pomoci i za bolje razumevanje feno-
tipske varijabilnosti ovih bolesti. Na primer, miotoni¢na distrofija tipa 1 je jedna od fenotipski najvarijabilnijih
monogenskih bolesti. Izu¢avanje individualne varijabilnosti bolesnika zasniva se na primeni small-pool PCR-
a kojim se detektuje broj ponovljenih motiva, glavna ali ne i jedina geneticka varijabla koja doprinosi razvoju
fenotipa [71-73]. Obogacivanjem ciljnog lokusa pomoc¢u Cas9 usmerene ligacije adaptera i sekvenciranjem
kroz nanopore [74] moguce je u jednom eksperimentu meriti i druge (epi)geneticke varijable koje oblikuju
fenotip miotonic¢ne distrofije tipa 1: stepen somatske nestabilnosti ekspanzije, strukturne varijacije u ekspan-
zijama i nivo metilacije DNK [71-73].

Sekvenciranje dugih fragmenata i kompletna metodologija koja se koristi za poboljsanje sekvence ge-
noma ¢oveka primenjuje se za sekvenciranje genoma zivotinja i biljaka. U toku je medunarodni Projekat
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»,Genomi ki¢menjaka” (eng. Vertebrate Genomes Project) Cije je cilj asembliranje visoko kvalitetnih, kom-
pletnih referentnih genoma za ~70000 danasnjih vrsta kicmenjaka [75], kao i globalni Projekat ,Org.one”
kompanije ONT ¢iji je cilj sekvenciranje genoma kriti¢no ugrozenih vrsta u cilju o¢uvanja biodiverziteta [76].
Sekvence pangenoma paradajza i krompira, objavljene 2022. godine, ukazuju da strukturne varijante po-

vecavaju mo¢ identifikacije genetickih faktora koji se nalaze u osnovi osobina vaznih za poljoprivredu [77,78].

Transkriptomika i epitranskriptomika - na horizontu

Karakterizacije transkriptoma i epitranskriptoma su od sustinskog znacaja za razumevanje koris¢enja ge-
neticke informacije tokom razvi¢a i u odgovoru celije na signale u fizioloskim uslovima i patoloskim sta-
njima. RNK sekvenciranje zasnovano na reverznoj transkripciji, amplifikaciji PCR-om i /llumina sekvenciranju
fragmenata od 150-200 bp, omogudilo je katalogizaciju transkriptoma ogromnog broja ¢elija pracenu iden-
tifikacijom novih gena i uvidom u diferencijalnu ekspresiju genoma, alternativnu obradu RNK i opstu za-
stupljenost odredenih epitranskriptomskih oznaka [15,18,19]. Ste¢ena nova znanja iz biologije RNK
eukariotske Celije traze integraciju kako bi se dobio kompletniji uvid u slozenost i plasti¢nost (epi)tran-
skriptoma. Sekvenciranje dugih fragmenata, posebno direktno sekvenciranje RNK, upravo omogucava izu-
¢avanje medusobne zavisnosti i dinami¢nosti razlicitih varijabili molekula RNK, ukljuc¢ujuci i modifikacije
nukleozida od kojih su mnoge slabo izucene.

SMRT i ONT sekvenciranje cDNK omogucavaju sekvenciranje kompletnih molekula RNK [79,80]. Senzitiv-
nost i specifi¢cnost obe metode zavisi od integriteta molekula RNK [16]. U poredenju sa lllumina metodom
¢ija je propusnost 10°-10'° ocitavanja po eksperimentu, tehnologije dugih ocitavanja su na pocetku imale
za tri reda veli¢ine manju propusnost (10°%-10) koja je bila dovoljna da se identifikuju ali ne i da se verodo-
stojno kvantifikuju izoforme transkripata [16]. PoCetne studije su stoga donele pomak u identifikaciji alter-
nativnih izoformi transkripata na nivou tkiva, uklju¢ujudi rekordere u broju alternativnih izoformi (Dsam kod
drozofile, imunoglobulini, neureksin) i ukazale da su alternativne izoforme znacajan izvor varijabilnosti ne
samo izmedu razli¢itih tipova ¢elija ve¢ i izmedu Celija istog tipa [81-84]. Primena sekvenciranja dugih fra-
gmenata doprinela je i identifikaciji gena za duge nekodirajuée RNK, koji se anotiraju na osnovu identifiko-
vanih transkripata, i uslovila reanotaciju intergenskih dugih nekodiraju¢ih RNK ¢oveka i misa u bazi
GENCODE [85].

Direktno sekvenciranje nativne RNK kroz proteinske nanopore olak$ava odredivanje orijentacije transkripta
u genomu (eng. strand specific RNA sequencing), omogucava detekciju modifikacija nukleozida i ,¢itanje”
varijabli jednog molekula RNK iz istog seta podataka [60,61]. Time se prvi put pruza mogucnost otkrivanja
kombinacija varijabli kao $to su mesto pocetka transkripcije, kombinacija egzona (i introna), duzina poli(A)
repa, epitranskriptomske oznake i alel-specifi¢na ekspresija, koje mogu biti jedinstvene za dati transkipt.
Na primer, studija humanog transkriptoma pokazala je razliku u distribuciji duzine poli(A) repa izmedu gena
jedarnog i mitohondrijskih genoma, gena jedarnog genoma i razli¢itih izoformi transkripata jednog gena,
zatim razli¢itu distribuciju N6-metiladenozina izmedu izoformi transkripata jednog gena i skoro potpunu
alel-specifi¢nu ekspresiju gena sa majc¢inog X hromozoma [61]. Dalji izazovi u,¢itanju” RNK koris¢enjem teh-
nologija dugih ocitavanja su priprema RNK ili cDNK biblioteka svih vrsta RNK pune duZine, kao i razvoj bioin-
formatickih alatki za ta¢nije mapiranje 5" i 3’ netraslatirajucih regiona.

Uspeh primene antisens oligonukleotida u terapiji smrtonosne bolesti kao sto je spinalna misi¢na atrofija
[86] i RNK vakcina na COVID-19 bolest doprineli su propulzivnom razvoju RNK teraputika. RNK terapeutici
obavezno sadrze modifikovane nukleozide, posebno N-metilpseudouridin. Primenom direktnog RNK se-
kvenciranja pokazano je da je efikasnost ugradnje N-metilpseudouridina zavisna od konteksta sekvence
tokom in vitro transkripcije [87]. Ovo namece potrebu ne samo za rigoroznom kontrolom ¢istoce i kvantiteta



RNK terapeutika vec i kontrolom ugradnje modifikovanih nukleozida, zbog ¢ega direktno sekvenciranje
RNK ima potencijal da postane klju¢na metoda za kontrolu kvaliteta RNK terapeutika [35].

Sekvenciranje na terenu

Minijaturna veli¢ina i prenosivost MinlON aparata koji se napaja preko USB kabla, razvoj prenosivih aparata
za izolovanje DNK i pripemu biblioteke (VoITRAX kompanije ONT, aparati kompanije BentoLab), kompleti za
pripremu bibloteke za svega 10 minuta, pozivanje baza u realnom vremenu i vrsenje drugih bioinformati-
¢kih analiza bez internet konekcije omogucavaju sekvenciranje na terenu (eng. in field, point of care). Ova
aplikacija sekvenciranja kroz nanopore je od posebnog interesa kada je genomsku informaciju potrebno do-
biti u veoma kratkom vremenskom periodu, kada ne postoje adekvatni genomski resursi i kada je tesko sa-
Cuvati uzorke ili kultivisati mikroorganizme [88]. Tokom epidemije uzrokovane Ebola virusom 2015. godine
u Gvineji prvi put je pokazano da je sekvenciranjem kroz nanopore moguce uspostaviti genomsko pra-
¢enje epidemije u drzavi sa ograni¢enim resursima [89]. Rezultati su dobijani za manje od 24 sata, a samo
sekvenciranje trajalo je 15 do 30 minuta. Metoda je u kombinaciji sa LAMP izotermalnom amplifikacijom
nukleinskih kiselina (eng. loop-mediated isothermal amplification) primenjena tokom pandemije uzroko-
vane SARS-CoV2 virusom [90]. Medu brojnim primerima primene na terenu vredno pomena je sekvencira-
nje uradeno u svemirskom brodu, $to otvora potpuno nove mogucnosti astrobioloskih istrazivanja [91].
Zbog skracenja vremena analize adaptivno uzorkovanje savrieno komplementira sekvenciranju na terenu.
Demonstrirana je klini¢ka primena u dijagnostici retkih bolesti, ukljucujudi i neresene slu¢ajeve primenom
standardnih genomskih metoda [92], kao i obogacivanje malo zastupljenih vrsta u metagenomskim zajed-
nicama [93].Ipak, ono je zasada kompjuterski veoma zahtevno, ¢ak i kada se radi na osnovu pozivanja baza
[94], a ne strujnih zapisa [51,52].

Zakljucak

Od komercijalizacije tehnologija dugih ocitavanja teznja je bila poboljsanje tacnosti i propusnosti sekven-
ciranja, kao i razvoj adekvatnih bioinformatickih algoritama. Dostizanjem ta¢nosti >99,9% i proizvodnjom
aparata visoke propusnosti, SMRT i ONT tehnologije su sazrele. Dosadasnja primena u punom svetlu poka-
zuje njihov transformativan potencijal u sekvenciranju genoma i primeni u biomedicinskim istraZivanjima
i istrazivanjima biodiverziteta. Studije dokaza koncepta o njihovoj primeni u izu¢avanju transkriptoma i epi-
genoma ukazuju da nas u periodu koji sledi ¢eka dublje razumevanje slozenosti, dinami¢nosti i meduso-
bnog odnosa hromatina, transkripata i epigenetic¢kih oznaka RNK, sa mogu¢no3$c¢u dobijanja podataka o
kombinacijama varijabli jedinstvenih za pojedinaéne molekule RNK, zatim o prostornoj distribuciji pojedi-
nac¢nih RNK u jednoj ¢eliji i dinami¢nosti u odgovoru na signale koje primaju. Za ocekivati je da pored una-
predenja tehnologija i bioinformatickih analiza, jednako vazna teznja postane smanjenje troskova. Time bi
se poboljsala njihova dostupnost i ubrzalo dobijanje odgovora na nova pitanja koja se namecu kako bi se
razumela slozenost bioloskih sistema.

Elektronsko sekvenciranje nukleinskih kiselina ima veliki potencijal za dalji razvoj. Kao alternativa protein-
skim nanoporama, razvijaju se i tehnologije zasnovane na ¢vrstim nanoporama (eng. solid-state nanopores)
koje imaju mogucnost optimizacije pre¢nika pora od nekoliko nm do nekoliko mm i ve¢ daju razultate u
polju identifikacije nukleinskih kiselina, proteina, virusa [95-97]. U odnosu na proteinske nanopore, ¢vrste
nanopore su robusnije, jeftinije i imaju vedi potencijal za integraciju ogromnog broja pora u elektronskim
mikrocipovima. Glavni tehnoloski izazovi za detekciju pojedinacnih nukleotida pomocu ¢vrstih nanopora,
koji su pre dvadesetak godina stajali i pred proteinskim nanoporama, su kontrola velike brzine kretanja nu-
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kleinskih kiselina kroz samu poru, potreba za ultra-malim porama i ultra-tankim membranama. Pomaci se
postizu sa grafenskim nanoporama koje se smatraju perfektnim materijalom za DNK sekvenciranje jer imaju
debljinu od 0,35 nm koja je skoro uporediva sa rastojanjem izmedu nukleotida u DNK [98]. Dalji progres u
elektronskom sekvenciranju nukleinskih kiselina sa svojom prenosivis¢u i moguc¢noscu sekvenciranja u ra-
sponu od pet redova veli¢ina ima potencijal za svakodnevna, brza i rutinska sekvenciranja (epi)genoma,
(epi)transkriptoma i vestackih nukleinskih kiselina kako u laboratorijama tako i na terenu.
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