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Wprowadzenie do sekwencjonowania
ludzkiego genomu w diagnostyce

Zwiekszajgca sie wydajnos¢ apa-
ratéw do sekwencjonowania DNA oraz
towarzyszacy temu spadek ceny w
przeliczeniu za odczyt pojedynczego
nukleotydu sprawity, ze metody umoz-
liwiajgce poznanie ludzkiego genomu
upowszechnity sie w ciggu ostatnich
lat. Obecnie wykorzystywane gtéwnie
w celach naukowych w nieditugim
okresie czasu zacznag by¢ stosowane
w rutynowej diagnostyce pacjentow i
pozwolg na znaczne spersonalizowa-
nie procedur leczniczych. Ze wzgledu
na bardzo duzg objetos¢ bezposred-
nio uzyskiwanych z badania danych,
ich skomplikowang analize, ale takze
duza ilos¢ informacji w nich zawartych
powstaje pytanie, kto miatby takie ba-
dania wykonywaé, interpretowac ich
wynik i ostatecznie zarzadza¢ danymi
pacjentow.

Wprowadzenie

Rozpoczety w 1990 roku projekt pozna-
nia ludzkiego genomu (Human Genome
Project) niést ze sobg obietnice poznania
odpowiedzi na nurtujgce ludzkos$¢ pytania
dotyczace przyczyn czestszej zachorowal-
nosci na pewne typy choréb, powstawania
nowotworéw, mechanizméw starzenia sie, a
nawet uwarunkowarn genetycznych do upra-
wiania pewnych sportéw, czy wykonywania
okreslonych zawodéw. Po 13 latach badan,
ktérych taczny koszt szacuje sie na 3 mid
dolaréw (http://www.genome.gOv/11006943)
genom cziowieka zostat odczytany, a wyniki
pracy upublicznione, co umozliwito naukow-
com na czesciowe spetnienie poktadanych
w nim nadziei. Chociaz od momentu jego
oficjalnego zakonhczenia mineto juz 10 lat,
rozpoczety proces wcigz trwa, a dzieki nie-
zwykle szybko rozwijajgcej sie technologii
aparatéw do sekwencjonowania w przecig-
gu kilku nadchodzacych lat nabierze tempa,
ktére juz dzi§ nazwa¢ mozna rewolucja.

Przeglad metod sekwencjonowania DNA

Wyscig producentéw aparatéw do
sekwencjonowania DNA powoduje powsta-
wanie kolejnych urzadzen réznigcych sie
metoda, czasem, rzetelnoscia i w korcu
ceng sekwencjonowania. Aby mozliwe byto
dobranie aplikacji odpowiedniej do potrzeb
danego laboratorium, warto zastanowi¢ sie
jakie realne mozliwosci daje nam oferowa-
ny sprzet i ktére z posréd kilku generacji

The increasing efficiency of genetii
analyzers together with the decreasini
price of DNA sequencing per singli
nucleotide read, makes the method 0
individual genomes sequencing mori
available for diagnostic laboratories
Nowadays genome sequencing ap
plications are predominantly usei
for research purposes but in neares
future we will be using them in routi
ne patient evaluation as we are usini
analytic approaches based on Sange
method now. New generation sequ
encing is a tool which gives the rese
archers excellent possibilities for thi
realization of personalized medicim
assumptions. However, before we wi
be able to make full use of it, there an
still some questions to be answered
as for example who should perform thi
analysis, interpret results and final!
who should be responsible for dal
management.

urzgdzen bedzie najlepiej nadawato sie d
realizacji zaplanowanych zadan. Czy bedzi
to urzadzenie pierwszej generacji, czy te
sprzet drugiej, trzeciej, lub kolejnej generac
okreslany wspdlnym mianem urzadzen nc
wej generacji NGS (ang. Next-Generatio
Sequencing).

Sekwencjonowanie pierwszej generac
- Sangerowskie

Dziatanie najpopularniejszych obecnie'
Polsce i zagranica sekwenatoréw, wykorz)
stywanych do badan naukowych i diagnc
stycznych, polega na modyfikacji metod
opracowanej przez Sangera i Coulsona'
1975 r. [9]. Wyznakowane fluorescency.
nymi barwnikami produkty reakcji Sanger
rozdzielane sg w zelu poliakryloamidowyn
w trakcie elektroforezy kapilarnej. Odczj
sekwencji nukleotydowych o maksymalni
dtugosci do ok. 1 000 zasad dokonywan
jest przez wzbudzenie barwnika Swiatter
lasera. Wygenerowana w ten sposéb em
sja fotondéw, inna dla kazdego z czterec
barwnikéw (przyporzgdkowanych czterer
ré6znym nukleotydom), rejestrowana jes
za pomoca matrycy CCD (ang. Charg
Coupled Device). Koncowy zapis odczj
tywanej sekwencji jest wynikiem zlozem
pojedynczych sygnatéw w odpowlednir

programie komputerowym. Przyblizon
czas odczytu 1000 nukleotydéw to 12

minut. W zaleznos¢ od budowy urzadzenie
w szczegolnosci ilosci kapilar, w ktdrycl
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prowadzony jest rozdziat, mozliwe jest
iednoczesne sekwencjonowanie od 1 do
96 produktow. Ze wzgledéw ekonomicznych
iednak wielo-kapilarne urzadzenia wiasciwie
wyszly z uzycia, na rzecz chetniej wykorzy-
stywanych aparatow 8 kapilarnych (www.
appliedbiosystems. com).

Mozliwosé odczytu diugich fragmentow
~ pojedynczej reakcji przy jednoczesne;j
sardzo duzej trafnosci i jednoznacznos$ci
Jzyskiwanych wynikow powoduje, ze pomi-
o niewielkiej, jak na obecne czasy wydaj-
-10éci metody, wcigz jest ona uznawana za
ztoty standard w sekwencjonowaniu DNA i
~zesto sluzy do sprawdzania wiarygodnosci
mynikow uzyskiwanych w urzadzeniach o
wigkszej przepustowosci. Aparaty bazujace
1a reakcji Sangera wykorzystywane byly do
sdczytania ludzkiego genomu w ramach
srojektu ,Human Genome Project”.

Sekwencjonowanie drugiej generacji

Nowszym rozwigzaniem, wykorzystywa-
sym do odczytywania dluzszych sekwenciji,
v tym matych genoméw np. wirusowych
ub bakteryjnych, jest aparatura bazujgca
1a reakcjach ligacji, czy sekwencjonowa-
1ia przez synteze. Do grupy tej zaliczamy
sirosekwencjonowanie i sekwencjonowanie
wzez odwracalng reakcje terminacji.

W trakcie pirosekwencjonowania jed-
woniciowe DNA jest hybrydyzowane ze
starterami (krotkie oligonukleotydy komple-
nentarne do okreslonego regionu DNA),
tore przytgczone sg do statego podioza i
rnajdujg sie w studzience reakcyjnejwraz z
nieszaning enzymow, takich jak polimeraza
INA, sulfurylaza ATP i lucyferaza. W trakcie
‘eakcji do mieszaniny pojedynczo, kolejno
)0 sobie, przedzielone etapami ptukania,
jodawane sg nukleotydy, ktorych przyta-
:zanie do konca powstajacej sekwencji
yowoduje uwolnienie pirofosforanu (PPi).
Jest on substratem dla sulfurylazy ATP, ktéra
v obecnosci adenozyno-5-fosfosiarczanu
APS) katalizuje przeksztatcenie PPi do
ATP, bedacego ,paliwem” dla lucyferazy.
Jmozliwia to utlenienie lucyferyny, czemu
owarzyszy zjawisko chemiluminescencii
ejestrowane, podobnie jak w przypadku
sekwencjonowania metoda Sangera, przez
<amere CCD [7].

Przyktadem technologii wykorzystujacej
en rodzaj reakcji jest system Roche 454,
JF!zie W najbardziej zawansowanym obec-
lie modelu GS FLX+ System maksymalna
#ugosé odczytywanej pojedynczej ciagtej
sekwencji wynosi do ok. 1000 zasad, co
IZy mozliwos¢ jednoczesnego odczytu 1
niliona sekwencji pozwala na osiagniecie
naksymalnej teoretycznej wydajnosé se-
wencjonowania siggajgcej 1 miliarda zasad
1Gb) w 23 godziny (www.454.com).

Innym ciekawym rozwigzaniem jest
iastosowana w aparatach serii SOLID (ang.
3€quencing by Oligonucleotide Ligation and
Jetection), produkowanych przez firme Li-
eTechnologies, metoda sekwencjonowania
rzez ligacje.

Pofragmentowane DNA hybrydyzowane
est do stalego podioza (szklanej ptytki), w
aki sposob, ze na koncu 5' kazdego frag-
nentu dodana zostaje uniwersalna sekwen-
73 adaplorowa. Proces odczytu sekwencji
ealizowany jestw 5 nastepujacych kolejno
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po sobie rundach. Pierwsza rozpoczyna
si¢ od przytaczenia startera do sekwenc;ji
adaptorowej. Sekwencjonowanie odbywa
sie przez dotgczanie przez enzym ligaze
kolejnych wyznakowanych fluorescencyjnie
sond, z ktérych kazda zawiera sekwencje
rozpoznawang przez czynnik o wiasciwo-
$ciach nukleazy, dwa r6znicujace nukleoty-
dy na koricu 3’ oraz odpowiedni dla danej
pary nukleotydow wspomniany znacznik
fluorescencyjny na korncu 5'. Po dotgczeniu
do sekwencjonowanego fragmentu sondy z
odpowiednig parg nukleotydow, nastepuje
wzbudzenie fluoroforu Swiatlem lasera i
rejestracja wyemitowanego swiatta przez
kamerg CCD. Nastepnie dodany do reakc;ji
czynnik o wlasciwosciach nukleazy powo-
duje hydrolize wigzania fosfodiestrowego i
odciecie czesci przylagczonej sondy od kon-
ca §', pozostawiajac w sekwencji za znang
parg nukleotydéw trzy nukleotydy nierdzni-
cujgce (inozyny), przez co po zakonczeniu
pierwszej rundy, odczytana sekwencja jest
niepetna (2 odczytane nukleotydy, 3 niezna-
ne, 2 odczytane, 3 nieznane, itd.). Szczerby
w sekwencji uzupetniane sg w kolejnych
analogicznych do opisanej rundach, z tg réz-
nica, ze w kazdej kolejnej rozpoczynajacy
reakcje starter przylgczany jest do sekwencji
adaptorowej o jeden nukleotyd wczesniej.
Powoduije to, ze po zakonczeniu wszystkich
rund kazdy z nukleotydéw w sekwencji be-
dzie odczytany dwukrotnie, co w rezultacie
daje duza doktadnosé reakcji. Uzyskane z
odczytu dane sg automatycznie przeliczane
przez oprogramowanie sekwenatora, dajgc
w rezultacie ciggta sekwencje.

Woydajnos¢ The 5500 Series Genetic
Analysis Systems wynosi ponad 20 Gb na
dzien, przy czym urzadzenie jest w stanie
prowadzi¢ odczyt nieprzerwanie przez 7 dni
(www.appliedbiosystems.com).

Bardziej wydajnym rozwigzaniem odczy-
tywania DNA jest metoda sekwencjonowania
przez odwracalng terminacje zastosowana
w aparatach firmy lllumina. Metoda zaktada
hybrydyzacje wczesniej pofragmentowane-
go genomowego DNA na statym podtozu
(szklanej ptytce). Odczyt sekwencji odbywa
sie przez jednoczesne sekwencjonowanie
wielu fragmentéw. Znajdujgce sie w miesza-
ninie reakcyjnej wyznakowane barwnikami
fluorescencyjnymi nukleotydy, posiadajgce
ceche odwracalnego zatrzymywania reakcji,
przylaczajg sie kolejno do wydtuzajace;j sie
sekwencji. Po zwigzaniu wilasciwego nu-
kleotydu, reakcja zatrzymuje sig. Pozostate
nukleotydy znajdujace si¢ w mieszaninie
zostajg wyplukane. Swiatlo lasera wzbu-
dza barwnik, nastepuje odczyt, po ktérym
blokujaca reakcje grupa chemiczna zostaje
usunieta i mozliwe jest przytaczenie nastgp-
nego nukleotydu.

Maksymalna uzyskiwana wydajnos¢
dla najbardziej zaawansowanego modelu
Ilumina HiSeq 2500 wynosi 120 Gb w ok. 27
godzin. Maksymalna diugos¢ odczytywanej
pojedynczej ciagtej sekwencji wynosi od
100-150 zasad, przy mozliwosci jednocze-
snego odczytu 600 milionow fragmentow.

Sekwencjonowanie trzeciej generacji

Trzeci rodzaj sekwenatorow to urzadze-
nia o duzej przepustowosci, stosowane do
sekwencjonowania i resekwencjonowania

catych genoméw, w tym ludzkiego. Wsrod
liderow tego typu sekwencjonowania wy-
mienia sig:

- Pacific Bioscience z aparatem PacBio
RS, gdzie w trakcie procesu sekwencjono-
wania dokonywana jest bezposrednia (w
czasie rzeczywistym) rejestracja przytacza-
nia przez polimeraze DNA fluorescencyjnie
wyznakowanych nukleotydow do zhybry-
dyzowanej do $wiatlowodu (ang. zero-
mode waveguide) nici komplementarnej.
Duza wydajnos$¢ zostata osiagnieta dzigki
zastosowaniu macierzy $wiattowodowych.
Zaletg urzadzenia Pacific Bioscience jest
mozliwos¢ bezposredniego sekwencjono-
wania DNA bez koniecznosci przeprowa-
dzania czaso- i kosztochfonnych reakcji
preamplifikaciji, ktore ponadto wprowadzaja
dodatkowe btedy, takie jak nierownomierne
namnozenie réznych odcinkéw genomu w
zaleznosci od sktadu nukleotydowego.

Wydajnos¢ urzadzenia szacowana jest
na 40 Mb w 40 minut. Srednia diugos¢
odczytywanych sekwencji miesci sie w
przedziale od 850 do 1500 zasad (http://
www.pacificbiosciences.com/).

- Complete Genomics oferujgcy kom-
pleksowa ustuge sekwencjonowania i
analizy bez mozliwosci zakupu urzadzenia.
Technologia firmy bazuje na modyfikacji po-
faczenia reakcji hybrydyzaciji i sekwencjono-
wania przez ligacje. Proces przygotowania
probki polega na pofragmentowaniu DNA
przez sonikacje, nastepnie przeprowadzeniu
szeregu reakcji obejmujacych: wstawienie
sekwencji adaptorowych, zapetlenie matry-
cy oraz jej fragmentacje enzymami restryk-
cyjnymi. W koficowym efekcie powstajg ko-
fowe czagsteczki DNA nazywane z ang. DNA
nanoball (DNB). Sg one hybrydyzowane na
opfaszczonym silikonowg warstwg chipie
tworzgc nanomacierz, na ktorej przy uzy-
ciu wyznakowanych fluorescencyjnie sond
przeprowadzany jest odczyt sekwencji.

Firma nie podaje informacji o wydajnos¢
posiadanego urzadzenia (http://www.com-
pletegenomics.com).

Ponadto coraz czesciej wymieniane

- LifeTechnologies z niedawno wprowa-
dzonym na rynek urzadzeniem lon Proton,
ktorego dziatanie polega na pojedynczym
dodawaniu do reakcji kolejnych nukleoty-
dow i rejestrowaniu zmian potencjatu elek-
trycznego powodowanych odtgczeniem sie
protonu w reakcji syntezy nukleotydu do nici
DNA. Obserwowany sygnat jest wynikiem
sumy potencjatéw odtgczonych protonéw
powstatej na skutek jednoczesnego sekwen-
cjonowania wielu fragmentow DNA. Precy-
zyjny pomiar zmian napiecia elektrycznego
uzyskano przez zastosowanie ,perforowa-
nych” potprzewodnikowych mikro chipow,
przez co jednoczesnie reakcja realizowana
jestw milionach studzienek (dla chipu Pl jest
to 165 milionéw studzienek).

Wydajnos¢ urzadzenia to 30 Gb w 3-4
godzin. Srednia dlugo$é odczytywanych
sekwencji to 100 zasad (http://www.invitro-
gen.com).

Teoretyczne wydajnosci odczytu po-
szczegolnych urzadzen w przeliczeniu na
milion zasad na godzine (Mb/h) zostaty
przedstawione w Tabeli I.

Duzo nizsza cena za odczyt pojedyn-
czego nukleotydu w przypadku urzadzen
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NGS, w poréwnaniu do urzadzen bazuja-
cych na sekwencjonowaniu sangerowskim
powoduje, Ze sg one dobrym rozwigzaniem
dla sekwencjonowania dtugich genéw np.
APC, BRCA1i 2, czy DMDi FBN1. Ponadto
patogeneza coraz wiekszej liczby choréb
okazuje sie mie¢ podfoze wielogenowe,
gdzie brak jest konkretnie zdefiniowanych
miejsc, w ktorych mutacje obserwowane sg
z wiekszg czestoscig (ang. hot spots) przez
co dla kompleksowej diagnostyki konieczny
jest odczyt wszystkich skorelowanych z
chorobg genéw. Przed wprowadzeniem
technologii NGS ze wzgledu na bardzo duzy
catosciowy koszt reakcji, badania takie nie
bylty przeprowadzane.

Pomimo tego, ze urzadzenia do wielko-
skalowego sekwencjonowania DNAnie dajg
idealnego odczytu sekwencji i w przypadku
niektérych odcinkéw DNA permanentnie
popeiniaja bledy nawet w przypadku duzego
pokrycia (wielokrotnego sekwencjonowania
tego samego fragmentu DNA), to osiggana
przez nie wiarygodnos¢ przy bardzo duzej
wydajno$¢ uzyskiwanych wynikéw daje nam
mozliwos¢ odczytania duzego, np. ludzkiego
genomu w przeciggu kilkunastu godzin.
Otwiera to przed badaczami zupetnie nowe
horyzonty poznawcze i jest potencjalnie
interesujgcym narzedziem diagnostycznym.
Generowana ogromna ilos¢ danych rodzi
jednak szereg pytan dotyczacych ich dal-
szego wykorzystania, co implikuje powazne
aspekty etyczne.

Sekwencjonowanie nowej generacji
w diagnostyce

Wprowadzenie technologii sekwencjo-
nowania nowej generacji, czyli nie bazuja-
cego na reakcji Sangera, do laboratoriéw
diagnostycznych spowoduje zmiane formatu
ich pracy. llos¢ pozyskiwanych danych
zwigkszy sie z $rednio 1 000 par zasad (pz),
jakie odczytujemy obecnie w ramach stan-
dardowych badan diagnostycznych, nawet
do 3079 - 10° pz (wielkos¢ genomu czlowie-
ka). Doszlismy do momentu, w ktérym to
nie pozyskiwanie danych jest najwiekszym
problemem, a ich interpretacja. Zwigkszenie
skali badania przy jednoczesnym zachowa-
niu jego dokladnosci jest darem technologii,
ktéry umiejetnie wykorzystany umozliwi
zaréwno wczesniejsze przewidywanie i
zapobieganie chorob, jak i ich doktadniejszg
diagnoze. W obu przypadkach przektada-
jac sie na szybszy sukces terapeutyczny
i calosciowe obnizenie kosztéw leczenia,
co w aspekcie publicznej opieki zdrowotnej
nie pozostaje bez znaczenia. Aby jednak
mozliwym byto oszacowanie stopnia w
jakim jestesmy w stanie usprawni¢ proces
profilaktyki i leczenia musimy zastanowi¢
sie jak wiele z pozyskanych informac;ji
bedziemy mogli realnie wykorzystaéinaile
mozliwe jest spersonalizowanie terapii, przy
obecnych mozliwosciach polskiej stuzby
zdrowia, zaréwno sektora publicznego, jak
i prywatnego [2, 5].

Kwalifikacje laboratorium

Nastepstwem wprowadzenia technologii
NGS do laboratoriéw bedzie szereg wyzwan
organizacyjnych i etycznych.

Pierwszym z nich jest zdefiniowanie
rodzaju jednostki, w jakiej takie badanie
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moze zosta¢ wykonane oraz ustalenie  pacjenta potwierdzenie kompetencii labg
kryteriow dotyczacych jego wyposazenia.  ratorium. W aspekcie badan genetycznyc
W wymaganych przez Narodowy Fundusz  bazujgcych na odczycie genomowego DNy
Zdrowia warunkach udzielania $wiadczen  szczegdlnie waznym jest, aby badania (
zdrowotnych kontraktowanych oddzielnie  przeprowadzane byly w jednostkach doteg
[11] brak jest rozréZnienia pomiedzy cytoge-  dobrze przygotowanych i odpowiednio zwa
netyka a genetykg molekularng. Powoduje  lidowanych, gdyz wynik badania jest wazn
to klopotliwym zdefiniowanie potrzebnego  przez cate zycie pacjenta, a w przypadk,
sprzetu oraz personelu laboratorium gene-  zmian dziedzicznych ma takZe znaczenj
tyki molekularnej, pozostawiajac w petnide-  dla jego krewnych. Rozszerzenie badania;
cyzji wtasciciela jednostki jego odpowiednie ~ sekwencjonowania pojedynczego lub kil
wyposazenie i dobér pracownikéw, ktory w  wybranych genéw do sekwencjonowani:
przypadku badan genetycznych wykorzystu-  catego eksomu lub genomu, czyni probler
jacych zaawansowane techniki molekularne  tym wazniejszym, gdyz majac catoSciow
nie jest fatwy, gdyz niejednokrotnie wymaga  wglad w DNA pacjenta, potencjalnie bedzie
interdyscyplinarnego zespolu specjalistow.  my mogli uzyskac¢ bardzo liczne dodatkowe
Rozwigzaniem mogtoby by¢ tutaj stworzenie  informacje niezwigzane z aktualnym powo
ogélnokrajowych wytycznych uwzglednia- dem wykonywania analizy genetyczne;
jacych podziat na typ laboratorium i rodzaj  niekoniecznie pozadane przez pacjenta (np
wykonywanych w nich badan. Umozliwitoby ~ dotyczace ryzyka zachorowania na choroby
to doktadne sprecyzowanie wymagan i  ktérym nie mozna obecnie zapobiec).

spowodowato duzo wiekszg elastycznosé
w ich ewentualnej aktualizacji np. o tech-
nologie NGS.

Zgoda na badanie
Obowigzkowg czescig kazdego zlece

Duza dynamika badan nad ludzkim nia jest wypeiniona i podpisana deklaracje
genomem w aspekcie poznania etiolo- $wiadomej zgody na wykonanie badar
gii poszczegolnych chor6b oraz mata  genetycznych, opracowana przez persone
ilos¢ gotowych, komercyjnie dostepnych  laboratorium. Oprécz podstawowych da
rozwigzan w potgczeniu z ograniczong nych personalnych pacjenta, w zaleznosc
liczbg odczynnikow przeznaczonych do  od laboratorium, na formularzu znajduje
diagnostyki genetycznej, czesto wymaga  sie réwniez informacje dotyczace dalsze:
opracowywania metod diagnostycznych  go wykorzystania pobranych probek, ict
przez personel laboratorium, dla kazdego = ewentualnego wykorzystania do badar
laboratorium osobno (niezaleznie). Zgodnie  naukowych oraz informacje dotyczace im
z rozporzadzeniem ministra zdrowia z dnia  plikacji wynikajgcych z badania. To wiasnie
21 stycznia 2009 r. [10], kazda metoda ilosci i rodzaj tych ostatnich budzi najwigk:
badawcza opracowana w laboratorium wy-  sze wyzwanie etyczne, gdyz aby zgodnie 2
maga peinej walidacji, a zapewnienie jakosci  deklaracjg, wyrazana przez pacjenta zgod:
badan realizowane jest przez jej statg we-  byta Swiadoma, powinnismy mu dostarczy
wnetrzng i zewnetrzng kontrole. Zewnetrzna  optymalnie duzo informacii, ktore pozwolz
kontrola jakosci przeprowadzana jest przez  naby¢ mu odpowiednig wiedze i zrozumiet
udziat w krajowych lub zagranicznych pro-  nastepstwa wynikajace z przeprowadzane:
gramach zewnetrznej oceny jakosci. Daje  go badania. Z drugiej jednak strony trudnc
to duzg dowolno$¢ w wyborze laboratorium  oczekiwac, ze dokument przewaznie za
referencyjnego, co jest dobre, poniewaz nie  warty na pojedynczym arkuszu o formacie
ogranicza rynku. Niemniej jednak brak re- A4, wszystkim zainteresowanym w pein
komendowanej przez Ministerstwo Zdrowia  umozliwi zrozumienie skomplikowanyct
lub NFZ listy laboratoriéw referencyjnych  zagadnien z dziedziny genetyki klinicznej
powoduje, ze system kontroli jakosci jest  Jakie informacje powinna zatem zawierat
malo przejrzysty, przez co trudnym jestdla  deklaracja, aby dawa¢ pacjentowi mozliwit

Tabela |

Technologia sekwencjonowania. Porownanie urzadzer pierwszej, drugie i trzeciej generacii.

Sequencing technologies. Comparison of first, second and third generation sequencers.

Rodzaj . Teoretyczna (obliczona)
sekwencjonowania Generacia Producent Model wydajnosc Mb/h
Sangerowskie

Life Technologies 3500 =,000480
Pierwsza i
Beckman GexP Genetic =0,000411
Analysis System
Nowej generacji
Roche 454 GS FLX+ =435
System
Druaa SOLiD The 5500
9 Life Technologies Series Genetic =833
Analysis Systems
lllumina HiSeq 2500 = 4444
Pacific Bioscience PacBio RS =60
Trzecia Complete Genomics - -
. . =7500
Life Technologies lon Proton (Pl chip)

J. Pigtkowski i Wwsp:



duzg wiedze na temat planowanego ba-
dania, przy zachowaniu czytelnej i ogoinie
srozumiatej formy tekstu?

Innym istotnym aspektem, na ktory
nalezy zwroci¢ uwage, jest fakt, ze pacjent
wyrazajac $wiadomg zgode na udziat w
padaniu pokltada w badaczu zaufanie,
co do rzetelnego jego przeprowadzenia,
ale i pozniejszej ochrony pozyskanych
danych dotyczacych jego osoby. Dlatego
szczegdlnie waznym jest ich odpowiednie
prawne zabezpieczenie, przez okreslenie
o0s6b upowaznionych do wgladu w te dane,
a takze miejsce ich przechowywania. Czy
kazdy z lekarzy zaangazowanych w proces
terapeutyczny na dowolnym etapie zycia
pacjenta powinien mie¢ do nich dostep, a
jesli tak, to do jak duzej czgsci?

Informacje pozyskane z sekwencjo-
nowania ludzkiego genomu majg duza
wartosé poznawczg; jest zatem prawdo-
podobnym, ze bedg one chetnie i czgsto
wykorzystywane w badaniach naukowych.
Zeby jednak stworzy¢ sobie mozliwosé
pracy badawczej, juz na etapie zgody na
przeprowadzenie badania nalezy zastano-
wi¢ sig, w jaki sposéb zacheci¢ pacjenta
do brania udzialu w przysztych projektach
naukowych, poniewaz bedzie to wymagato
od niego wyrazenia osobnej zgody na udziat
w kazdym z projektéw, wykorzystujgcych
dane dostarczone z analizy jego DNA.
Ewentualnie w jaki sposob zmienic¢ obecne
wymagania, aby uproscié¢ procedure przy
zachowaniu wszystkich kryteriéw etycznych
np. wyrazenie czasowej zgody na pewien
rodzaj badan naukowych, przy zatozeniu
odpowiednio wczes$niejszego przestania do
pacjenta wszelkich niezbednych informacji
dotyczacych nowo przeprowadzanego
badania, tak aby da¢ mu mozliwos¢ zapo-
znania sie z jego szczegoétami i pozwoli¢ na
ewentualne wycofanie wczes$niej wyrazonej
zgody (8].

Zarzadzanie danymi

Bezposrednim (,surowym”) wynikiem
badania genetycznego jest ciag utworzony
Z czterech liter: A, T, C, G odpowiadajgcym
czterem nukleotydom, o diugosci zaleznej
oq badanego regionu DNA. Bez odpowied-
niego oprogramowania komputerowego,
specjalisty z dziedziny genetyki molekular-
nej, ktéry potrafi odczytaé z niego istotne
quo.rmacje, oraz lekarza genetyka lub spe-
Cialisty z danej dziedziny medycyny, ktory
quormacje te potrafi w odpowiedni sposob
Zinterpretowac i przekaza¢ pacjentowi oraz
[ego rodzinie, wynik ten jest bezwartosciowy
dla pacjenta. Z drugiej strony ani genetyk,
ani I.ekaQ nie sq w stanie omowic i wydac
wyniku na podstawie analizy calego geno-
MU, poniewaz jest on zbyt duzy, a przede
Wszystkim na obecnym etapie wiedzy brak
jes§ wystarczajacej ilosci danych klinicznych
do jednoznaczne;j interpretacji wiekszosci z
obserwowanych zmian. Decydujac si¢ na
odczytywanie diugich fragmentow DNA mu-
Simy zastanowi¢ sig, czy aby nie sprowadzi-
my laboratorium do roli swoistego magazynu
'”forfﬂacji. w ktérym odczytane sekwencje
Oczekiwac bedg na ponowng analize, gdyz
Wtakiej syiuacji rodza sie pytania, kto miaiby
lprzeprowadzié, jak czesto powinnismy po-
fownywac. posiadane dane z nowo zdefinio-
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wanymi wariantami gendw i czy powinnismy
informowac¢ pacjenta o nowych wariantach
oraz kto miatby ponosi¢ koszty ponownej
analizy [2]. Nie rozstrzygnieta wcigz kwestig
pozostaje zasadnos¢ informowania pacjenta
o wszystkich obserwowanych w genomie
zmianach, wigczajac: polimorfizmy, mutacje
o niskiej penetracji i warianty nie zbadane
lub o nieznanym efekcie klinicznym [1]. W
przypadku filtracji’ wynikéw wazne jest, aby
okreslié, na jakim poziomie ich powstawania
miataby ona zosta¢ przeprowadzona, oraz
kto miatby decydowac o tym, ktorych infor-
magc;ji udzieli¢ pacjentowi.

Nauka vs. Diagnostyka

Nie ulega watpliwos¢, ze wprowadzanie
nowych procedur do rutynowej diagnostyki
powinno by¢ przeprowadzane w sposob
zachowawczy, z naciskiem na doktadne
okreslenie skutecznosci i wydajnosci me-
tody oraz jednoznaczno$¢ w interpretacji
otrzymywanych wynikoéw, ktére majg bez-
posrednie przelozenie na proces leczniczy.
Zdarza sie jednak, ze w wybranych przy-
padkach, majac na uwadze dobro pacjenta,
decydujemy sie na czesciowg rezygnacije
z tego konserwatywnego podejscia. Skut-
kuje to czesto dylematem przejawiajagcym
sie trudnoscig w rozgraniczeniu pomiedzy
badaniem naukowym a diagnostycznym.
Rozstrzygajgcym kryterium jest w takim
przypadku wptyw otrzymanego w badaniu
wyniku na terapie pacjenta. Postep w roz-
woju technologii sekwencjonowania DNA
pozwolit na zaadoptowanie nowych metod
badawczych skutkujgcych zwiekszeniem
wydajnosci aparatéw i obnizeniem cen ba-
dania, jak w przypadku sekwencjonowania
nowej generacji. Jednocze$nie urzadzenia
bazujace na reakcji Sangera wcigz pozosta-
ja niezwykle uzyteczne w codziennej pracy
laboratoryjnej, a cena za analize osiggnela
staty poziom. Nietrudno wyobrazi¢ sobie
spotkanie obu technologii w laboratorium
i sytuacje, w ktoérej za nieznacznie wyzszy
koszt badania bedziemy w stanie poznaé
o wiele wiekszy obszar DNA pacjenta, ale
przy zachowaniu wptywu na aktualng terapie
(powodowane stanem wiedzy), niemniej jed-
nak z obietnicg wykorzystania otrzymanych
danych w przysztosci. O ile wiecej, jesli w
ogole, jestesmy w stanie zaptacic¢ za takg
obietnice? Oraz kto powinien zosta¢ podda-
ny badaniu, gdyz niewykluczone, ze to od
odpowiedniego doboru pacjentow zalezy
prawdopodobienstwo jej spetnienia.

Przedstawiony przypadek przesuwa
nas na strone badarn naukowych. Powstaje
zatem problem finansowania tych badarn.
W przysziosci mozliwe jest, ze jednostka
ktora wykonata badanie i gromadzi dane
pacjentéw, po uzyskaniu zgody pacjenta
i odpozwiedniej komisji bioetycznej oraz
zachowaniu odpowiednich ograniczen zwig-
zanych z ochrong danych osobowych (np.
nie podawanie nazwiska, numeru PESEL,
adresu i innych danych umozliwiajgcych
identyfikacje pacjenta) mogtaby udostep-
niaé je na okreslonych warunkach innym
placowkom badawczym.

Wykorzystanie technologii NGS w bada-
niach przesiewowych u noworodkéw
Potencjalna uzytecznos¢ technologii

wielkoskalowego sekwencjonowania DNA
zostala dostrzezona rowniez w aspekcie
badan przesiewowych noworodkow. Wymie-
nianymi zaletami sg tu: rozszerzenie panelu
badanych choréb przy jednoczesnej duzej
skutecznosci metody, zwiekszenie czutosci
testu w poréwnaniu z aktualnie stosowanymi
metodami [4], koszt badania porownywalny
Z kosztem badan przeprowadzanych obec-
nie (rekomendowany panel podstawowych
badan przesiewowych dla Stanow Zjed-
noczonych uwzglednia 29 choréb oraz 25
choréb badanych dodatkowo [6]), a takze
perspektywa korzysci oferowanych przez
medycyne personalizowang [3]. Badania
przesiewowe noworodkow sg przeprowa-
dzane w celu wykrycia zaburzen wrodzo-
nych, ktére sg mozliwe do leczenia lub
zapobiegania, ale nie powodujg wyraznych
objawéw klinicznych po urodzeniu, jednak
pozostawione bez leczenia prowadza do
uposledzenia rozwoju umystowego i fizycz-
nego. Podjecie odpowiednio wczesnych
interwencji pozwala zapobiec manifestac;ji
klinicznej choroby, chronigc dziecko przed
jej nieodwracalnymi skutkami. W obliczu no-
wych mozliwosci diagnostycznych oferowa-
nych przez NGS powstaje pytanie o strate-
gie testow przesiewowych. Czy powinny one
dotyczy¢ tylko chorob wymagajacych nagtej
interwenciji, jak jest to w przypadku hiperty-
reozy i fenyloketonurii, czy tez stosowniej-
szym byloby przyjecie mniej restrykcyjnych
kryteriéw i badanie takze takich choréb, w
ktérych zachorowalno$¢ obserwuje sie w
wieku dorostym? W przypadku badan prze-
prowadzanych metodami biochemicznymi
wybor zaweza sie do pierwszego przypadku,
co powodowane jest kosztem analizy, w
sytuacji ewentualnego zastosowania NGS
brak jest takowego ograniczenia, a jedynym
przeciwwskazaniem mogg by¢ aspekty
etyczne. Wybierajgc drugie rozwigzanie,
w przypadku pozytywnego rozpoznania
stworzymy osobie badanej doskonate moz-
liwosci predykcyjne, gdyz bedziemy mogli
zaplanowac kalendarz badan kontrolnych
i na biezagco monitorowaé stan pacjenta.
Jednoczesnie musimy by¢ $wiadomi faktu,
ze decydujgc sie na wykonanie badania
odbierzemy pacjentowi wole decydowania o
sobie, o tym czy chce zostaé zbadany, czy
nie. Dodatkowo otrzymanie pozytywnego
wyniku w zbyt wczesnym wieku moze by¢
dla pacjenta szkodliwe, gdyz bedzie on
2y}l z przeswiadczeniem o zachorowaniu,
co moze wpltynaé w znaczacy sposéb na
podejmowane przez niego decyzje.
Eksperci sg dotychczas zgodni, Zze nie
nalezy wykonywac badan genetycznych o
charakterze predykcyjnym (przedobjawo-
wym) u dzieci, jezeli ewentualne wykrycie
niekorzystnego wariantu nie wigze si¢ z
mozliwoscig zastosowania skutecznych
$rodkow zapobiegawczych lub podjecia
innych interwencji o jednoznacznych korzy-
$ciach klinicznych dla badanego dziecka.
Niemniej jednak w przypadku NGS daZenie
do mozliwie najwczesniejszego rozpoznania
chorob uleczalnych moze sie wigzaé, co
wynika ze swoistych wiasciwosci tej metody,
z .przypadkowym"” i niepozadanym wykry-
ciem stanu nosicielstwa choréb, ktérym nie
jestesmy w stanie obecnie zapobiec.
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Strategia wdrazania

Znalezienie ztotego $rodka pomiedzy
potencjalng iloscig oséb badanych a iloscig
osrodkéw wykonujacych badanie bedzie
jednym z wazniejszych czynnikéw decy-
dujacych o powodzeniu wdrozenia NGS. Z
jednej strony interesujacym rozwigzaniem
wydaje sie by¢ uruchomienie matej ilosci
osrodkow diagnostycznych: jednego/dwoch
w kraju. Zaletg takiego rozwigzania bytoby
peine wykorzystanie sprzetu, gdyz przez
pozyskanie statego popytu na tego rodzaju
badania przy jednoczesnej ograniczonej
podazy w ich udzielaniu zapobiegamy sy-
tuacji, w ktorej dysponujemy odpowiednim
sprzetem i zapleczem medycznym, ale ilo$¢
otrzymywanych zlecen, a zatem i wykony-
wanych oznaczen jest niewielka. Centrali-
zacja wykonywanych badan przekiada sie
na wieksza specjalizacje personelu i jego
wyzsze kwalifikacje oraz tatwos¢ walidacji
osrodka. Nie bez znaczenia jest réwniez
to, ze pozyskane dane gromadzone sg w
jednym/dwoéch miejscach, poniewaz tatwiej
w takiej sytuacji o ich uporzadkowanie,
przejawiajgce sie m. in. unifikacjg w zapisie.
W efekcie rozwigzanie takie powoduje takze
tatwiejszy dostep do zgromadzonych infor-
macji upowaznionym jednostkom. Z drugiej
jednak strony decydujac sie na swiadome
zmniejszenie liczby osrodkéw nie mozemy
mie¢ pewnosci, co do jakosci oferowanych
ustug. Powodujemy, ze powstaje waskie
grono specjalistow w danej dziedzinie, w
tym przypadku genetyce klinicznej opartej
na sekwencjonowaniu nowej generacji, co
w konsekwencji moze doprowadzi¢ do wy-
dituzenia czasu i/lub ograniczenia realizaciji
badania. Dodatkowo, ograniczajac liczbe
laboratoriéw doprowadzamy do wyelimi-
nowania naturalnej konkurencji pomiedzy
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jednostkami i zamiast pozwoli¢ pacjentom
$wiadomie decydowac o osrodku, w ktérym
chca wykonaé badanie, zatem pozwoli¢ na
samo regulowanie sie¢ rynku danej ustugi
laboratoryjnej, odgornie decydujemy o tym,
ktory osrodek jest odpowiedni, a ktory nie,
co nie wptywa korzystnie na podnoszenie
jakosci ustug ani spadek ich cen. Reasu-
mujgc, pomimo niezaprzeczalnych zauwa-
2alnych korzysci ptyngcych z ograniczenia
jednostek diagnostycznych zajmujacych
sie sekwencjonowaniem wielkoskalowym,
najlepszym rozwigzaniem wydaje sie by¢
nie ograniczanie rynku i postepowanie
analogiczne, jak w przypadku innych ustug
laboratoryjnych, pozostawiajac decyzje o
optacalnosci uruchomienia laboratorium
genetycznego menadzerom szpitali.

Niewykluczone, ze wykorzystanie
technologii wielkoskalowego sekwencjono-
wania DNA do celéw medycznych bedzie
miato posredni pozytywny efekt spoteczny,
poprzez stworzenie zapotrzebowania na
rozwdj osrodkéw zajmujacych sie przecho-
wywaniem i re-analizg danych pacjentow.
Spowoduje zatem rozwéj nowej branzy
sektora komercyjnego.

Podsumowanie

Wprowadzenie technologii sekwencjo-
nowania nowej generacji do diagnostyki
w sposob zapewniajagcy maksymalng wy-
dajnos¢ oraz spetniajacy wymogi etyczne
jest duzym wyzwaniem, z ktérym nalezy
sie zmierzy¢, gdyz nawet w przypadku
ograniczonej przydatnosci uzyskiwanych
wynikéw w chwili obecnej, w dtugim okresie
czasu pozyskane dane stanowig duzg war-
tos¢ diagnostyczna, naukowsa i potencjalnie
komercyjna (np. w ramach kwalifikacji pa-
cjentéow do badan klinicznych).

Omawiana technologia jest istotnym ele-
mentem w realizacji zalozen medycyny per-
sonalizowanej. Poznanie genomu pacjenta
pozwali na precyzyjne ukierunkowanie tera-
pii w przypadku choréb o znanym podtozu
genetycznym i przyczyni si¢ do poznania
patogenezy tych stabiej zbadanych.
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