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Streszczenie

Kwas deoksyrybonukleinowy stanowi materiat genetyczny wiekszosci organizmoéw zywych. Za
roznice w budowie i funkcjonowaniu organizméw odpowiedzialna jest kolejnos¢ nukleotyddow
w podwdjnej helisie DNA. Poznanie tej kolejnosci umozliwiajg techniki sekwencjonowania DNA. Ich
szybki rozwdj zostat zapoczatkowany w 1977 roku przez dwa zespoty badawcze, ktére opracowaty
pierwsze metody szybkiego i wydajnego sekwencjonowania DNA. Od tego czasu powstato wiele
technik pozwalajacych na wzrost wydajnosci i poprawnosci sekwencjonowania. Do chwili obecnej
techniki odczytywania sekwencji kwaséw nukleinowych zostaty udoskonalone i w pefni
zautomatyzowane. Komputery zajmujg sie odczytywaniem kolejnosci nukleotydéw, gromadzeniem
danych, a nawet analizg sekwencji.

Stowa kluczowe: sekwencjonowanie DNA, metoda Sangera, metoda dideoksy, metoda
Maxama i Gilberta, pirosekwencjonowanie

Wstep

Podstawowym  nosnikiem informacji genetycznej organizméw  eukariotycznych,
prokariotycznych, archeonéw oraz niektérych wiruséw jest kwas deoksyrybonukleinowy (DNA —
deoxyribonucleic acid). W podwdjnej helisie DNA zapisane s3 i przekazywane z pokolenia na
pokolenie informacje o budowie i funkcjonowaniu organizméw [11]. Jako nukleina zostat on
wyizolowany w 1869 roku przez Friedricha Mieschera. Od tego momentu mineto wiele lat nim zostata
odkryta jego budowa oraz struktura przestrzenna [5].

W roku 1953 James Watson i Francis Crick stworzyli aktualny do dzi§ model budowy
czasteczki DNA, z ktdorego wynika, ze jest to dwuniciowa helisa. Kazda z nici zbudowana jest
z nukleotyddw potgczonych wigzaniami fosfodiestrowymi. Nukleotyd sktada sie z zasady azotowej —
puryny lub pirymidyny, czgsteczki cukru zwanego deoksyrybozg oraz reszty fosforanowej, ktéra
wtancuchu DNA taczy sie z pierscieniem cukru kolejnego nukleotydu. tancuchy
deoksyrybofosforanowe tworzg szkielet helisy, dwie nici poftgczone s3 komplementarnymi parami
zasad azotowych. W DNA wystepujg dwie grupy zasad azotowych puryny: guanina i adenina oraz
pirymidyny: cytozyna i tymina. To wtasnie sekwencja tych zasad ma fundamentalne znaczenia dla
Zycia na naszej planecie [11]. Nic wiec dziwnego, ze cztowiek od najdawniejszych czaséw pragnie
poznac¢ sekwencje nukleotydéw w DNA.

Pierwszym sukcesem w dziedzinie sekwencjonowania DNA byta publikacja przez Wu i Kaiser
sekwencji ,lepkiego korica” DNA faga A. Miato to miejsce w roku 1968, i mimo, Ze zastosowana przy
tym metoda sekwencjonowania byta zmudna i pracochtonna byto to w tamtych czasach ogromne
osiggniecie [15].

Szybkie i wydajne procedury sekwencjonowania kwaséw nukleinowych powstaty dopiero
w drugiej potowie lat 70 — tych zesztego stulecia. Niemalze réwnoczesnie zostaty opublikowane dwie
techniki umozliwiajgce poznanie sekwencji zasad w DNA. Jedna zwana metoda chemicznej degradacji
tancucha DNA zaproponowana przez Maxama i Gilberta i druga, metoda terminacji tancucha
stworzona przez zespot Sangera. Poczatkowo obie te metody cieszyly sie jednakowa popularnoscia
i obie do tej pory stosowane sg w wielu laboratoriach. Jednakze po latach to metoda Sangera stata
sie powszechniej stosowang, m. in. ze wzgledu na mozliwo$¢ jej automatyzacji [2,3]. Metoda ta,
niedtugo po jej opublikowaniu pozwolita na zsekwencjonowanie catego genomu faga ®X174
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o dtugosci 5,4 tysigca nukleotyddw, ludzkiego genomu mitochondrialnego (16,6 kpz), czy faga A (48,5
kpz), byty to ogromne osiggniecia biologii lat 70 — tych i 80 —tych. W latach 80 - tych
sekwencjonowanie niewielkich genoméw stato sie stosunkowo szybkie i proste, natomiast
nieustannie problem stanowity duze genomy. Jednakze obecnie, dzieki rozwojowi innowacyjnych
metod sekwencjonowania, jak i ich automatyzacji poznawanie sekwencji nukleotydowej DNA stato
sie znacznie fatwiejsze i szybsze, dzieki czemu ukonczono sekwencjonowanie wielu genomédw
organizméw prokariotycznych, jak i eukariotycznych, takze w 2001 roku zostata opublikowana petna
sekwencja genomu cztowieka [5,7].

Obecnie sekwencjonowanie DNA jest narzedziem wykorzystywanym w wielu dziedzinach
nauki, m. im. w archeologii, antropologii, genetyce, biotechnologii, biologii molekularnej, czy
sagdownictwie [4]. Dzieki redukcji kosztéw, jak i czasu trwania sekwencjonowania stato sie ono
uzyteczne w walce z nowotworami u ludzi, a takze chorobami infekcyjnymi. Nastgpit znaczny rozwoj
w dziedzinie genetyki cztowieka, obecnie mozliwe jest poznanie osobistego genomu kazdego
cztowieka. Postepy w technikach sekwencjonowania przystuzyty sie rowniez ekologii oraz badaniom
nad organizmami wymartymi [13].

Sekwencjonowanie metodg chemicznej degradacji DNA

Metoda chemicznej degradacji taricucha zostata opracowana w roku 1977 przez Allana
Maxama i Waltera Gilberta, stad zwana jest rowniez metodg Maxama i Gilberta. Na procedure
sekwencjonowania t3 metodg sktadajg sie 3 podstawowe etapy: chemiczna modyfikacja zasady
azotowej, usuniecie zmodyfikowanej zasady oraz przeciecie nici DNA w miejscu AP [4]. Matryce do
sekwencjonowania DNA w tej metodzie moze stanowi¢ jedno — badz dwuniciowy DNA wyznakowany
radioaktywnie na koricu 5. Pierwotnie znakowano nici DNA izotopem fosforu *’P. Odbywato sie to
dzieki zastosowaniu fosfatazy alkalicznej w celu usuniecia terminalnej reszty fosforanowe;j
i wyznakowaniu nici DNA fosforanem, pochodzacym z [y — **PJATP dzieki aktywnosci kinazy
polinukleotydowej [9]. Obecnie poszukuje sie mniej szkodliwych, nieradioaktywnych metod
znakowania DNA, stosuje sie m. in. system z zastosowaniem biotyny, streptawidyny lub, w przypadku
amplifikacji fragmentu w PCR, znakowanych fluorescencyjnie starteréw [4].

Zgodnie z zatozeniami autorow sekwencjonowanie DNA odbywa sie dzieki zastosowaniu
odczynnikdéw chemicznych z jednej strony pozwalajacych na modyfikacje poszczegdlnych zasad
azotowych, z drugiej zas na przeciecie nici DNA w pozycji poprzedzajacej miejsce AP (apurynowe,
badZ apirymidynowe). W celu modyfikacji konkretnej zasady azotowe] nalezy zastosowac
odpowiednie odczynniki chemiczne w przypadku, puryn Maxam i Gilbert stosowali siarczan dimetylu,
w przypadku pirymidyn — hydrazyne. Reakcja tych odczynnikéw byta ograniczona do jednej zasady
azotowej na 50 — 100 zasad w DNA [9]. Obecnie, regulacja stezenia siarczanu dimetylu lub hydrazyny
pozwala na modyfikacje tylko jednej zasady w jednej czgsteczce DNA [2].

Uzyskanie petnej sekwencji DNA docelowego fragmentu wymaga przeprowadzenia czterech
rownolegtych reakcji, wg autoréw niezbedne reakcje to: G>A, A>G, C oraz C+T.

Reakcja G>A polegata na metylacji guaniny oraz w niewielkim stopniu adeniny, dzieki
zastosowaniu siarczanu dimetylu. Siarczan dimetylu posiada zdolnosé metylacji guaniny w pozycji N7
oraz adeniny w pozycji N3, przy czym metylacja guaniny zachodzi 5 razy szybciej. Wigzanie
glikozydowe zmetylowanej puryny jest stosunkowo stabe i fatwo je zerwac. Stosowano w tym celu
0,1 M roztwdr zasady w temperaturze 90°C. W elektroforezie poliakrylamidowej uzyskiwano mocne
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paski zakonczone guaning i bardzo stabe adening. Podczas drugiej reakcji, preferencyjng metylacje
adeniny uzyskiwano dzieki traktowaniu DNA, précz siarczanu dimetylu, rozciednczonym kwasem.
Zastosowanie hydrazyny powoduje rozszczepienie pierscieni pirymidyn (modyfikacje cytozyny
i tyminy). Czasteczki ze zmodyfikowang jedynie cytozyng uzyskuje sie dzieki dodaniu 2M roztworu
NaCl, ktéry powoduje zahamowanie modyfikacji tyminy [9].

Obecnie warunki reakcji zaproponowanych przez Maxama i Gilberta ulegty réinorakim
modyfikacjom. Najpopularniejsze wydaje sie by¢ zastgpienie reakcji G>A przez reakcje specyficzng dla
guaniny (G) z zastosowaniem siarczanu dimetylu, lecz odmiennych warunkéw reakcji oraz
zastosowanie reakcji preferencyjnej dla puryn A+G, poprzez uzycie kwasu mréwkowego, ktéry
powoduje protonacje atomdéw azotu pierscieni puryn oraz ostabienie wigzania glikozydowego
[2,4,10].

Kolejnym etapem sekwencjonowania metodg Maxama i Gilberta jest chemiczna degradacjg
tancucha DNA. Zastosowanie piperydyny powoduje hydrolize wigzan N — glikozydowych oraz wigzan
fosfodiestrowych od strony 3’ miejsca AP pozostatego po usunieciu zmodyfikowanej zasady [10].
W rezultacie powstaje pula czgsteczek DNA wyznakowanych oraz niewyznakowanych. Fragmenty
wyznakowane majg jeden koniec identyczny, natomiast rdéznig sie drugim koncem powstatym
w wyniku ciecia. W kazdej z czterech przeprowadzonych reakcji powstaje pula czastek, w ktérej znany
jest ostatni usuniety nukleotyd. Kazdg z nich nalezy podda¢ rozdziatowi elektroforetycznemu w zelu
poliakrylamidowym, najlepiej w tym samym Zzelu w osobnych kanatach. Pozwoli to na wiekszg
czytelnosé wynikéw. Sekwencje odczytuje sie na autoradiogramie od prazka potozonego najnizej idac
prazek po prazku w gore [2].

Metoda ta, cho¢ obecnie juz coraz rzadziej stosowana, ma jedng bardzo wazng zalete, nie jest
wrazliwa na sekwencje powtarzalne w DNA, bogate w pary GC, ktére to sq problematyczne dla
polimeraz DNA i czesto skutkujg ich poslizgiem [10].

Sekwencjonowanie DNA metoda terminacji tancucha

Metoda sekwencjonowania za sprawg terminacji tancucha, zwana réwniez metodg Sangera
lub metodg dideoksy, zostata opublikowana pare w Biochemistry kilka miesiecy po metodzie
chemicznej degradacji DNA w roku 1977.

Metoda ta wykorzystuje wtasciwosci dideoksynukleotydéw, czyli nukleotyddw
nieposiadajacych grupy hydroksylowej, a jedynie woddér w pozycjach 2’ i 3’ cukru. Przytgczenie
dideoksynukleotydu do nowo syntetyzowanego DNA hamuje wydtuzanie nici, z powodu braku grupy
hydroksylowej w pozycji 3’ pentozy, niezbednej do utworzenia wigzania fosfodiestrowego [14].

Matryce dla sekwencjonowania metodg dideoksy moze stanowi¢ jedynie jednoniciowy DNA
[15]. Materiatem wyjsciowym do sekwencjonowania jest pula identycznych jednoniciowych
czgsteczek DNA. Pierwszy etap reakcji stanowi przytaczenie starterow dla polimerazy DNA
(komplementarne do matrycy oligonukleotydy), dzieki ktédrym enzym moze rozpoczgé
syntetyzowanie komplementarnej nici DNA. Mieszanina reakcyjne wymaga dodania tréjfosforanéw
deoksynukleotydéw (dNTP), w normalnych warunkach powstataby po prostu komplementarna do
matrycy ni¢ DNA. Jednakze w metodzie terminacji tancucha kluczowe znacznie ma dodanie do
mieszaniny reakcyjnej niewielkiej ilosci tréjfosforanow dideoksynukleotydéw (ddNTP). Pierwotnie
konieczne byto przeprowadzenie czterech reakcji, dla kazdego nukleotydu osobno. Kazda mieszanina
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reakcyjna zawierata identyczng jednoniciowg matryce badanego DNA, oligonukleotydy stanowigce
startery dla syntezy DNA, odpowiednia polimeraze DNA, oraz zestaw nukleotyddw:

* [a—*P]dATP, dGTP, dTTP, dCTP i ddCTP;

e [a—**P]dATP, dGTP, dTTP, dCTP i ddTTP;

e [a—**P]dATP, dGTP, dTTP, dCTP i ddGTP;

* [a—*P]dATP, dGTP, dTTP, dCTP i ddATP [14].

W kazdej z przeprowadzonych reakcji procz obecnosci konkretnego dideoksynukleotydu, np.
ddCTP niezbedne jest rowniez dodanie go w formie deoksynukleotydu, tutaj dCTP. Pozwala to na
swobodng synteze komplementarnej nici DNA i jej terminacje w losowym miejscu, generujgc pule
roznej dtugosci fragmentéw zakonczonych cytozyng [2]. Dla zapewnienia doktadnosci syntezy DNA
oraz odczytu witasciwej sekwencji wazny jest réwniez dobdér odpowiedniej polimerazy DNA. Ustalono
kilka warunkéw, ktére enzym ten musi spetniaé, by mozina go byto zastosowaé w reakcji
sekwencjonowania:

e wysoka procesywnosé, ktdra pozwala na oddysocjowanie nici dopiero po catkowitym zakorczeniu
jej syntezy, czyli przytaczeniu sie ddNTP;

e brak aktywnosci egzonukleazy 5 > 3’, gdyz usuniecie nukleotydéw =z konca 5’
nowosyntetyzowanego tancucha skrécitoby go, uniemozliwiajgc wtasciwe odczytanie sekwencji;

e brak aktywnosci egzonukleazy 3 - 5, dzieki temu polimeraza nie moze usungé
dideoksynukleotyddw koriczacych faiicuch.

Zadna z naturalnie wystepujacych polimeraz DNA nie spetnia tych warunkéw, dlatego w celu
sekwencjonowania stosuje sie enzymy sztucznie zmodyfikowane. Pierwszym z nich, stosowanym
przez autoréw metody, byt fragment Klenowa, pochodzacy z polimerazy DNA | Escherichia coli [2,14].

Rozdzielenie produktéw umozliwia elektroforeza w denaturujgcym zelu poliakrylamidowym.
Sekwencje odczytuje sie, podobnie jak w metodzie Maxama i Gilberta, z autoradiogramu od
najnizszego prazka na zelu kolejno do géry w czterech kanatach osobnym dla kazdego nukleotydu
[8,14]. W celu wizualizacji produktéw reakcji stosowane sg znaczniki radioaktywne. Najczesciej jeden
z nukleotydéw stosowanych do syntezy DNA jest wyznakowany radioaktywnie, zespdét Sangera
zastosowat znakowany radioaktywnym fosforem — **P deoksyadenozynotrdjfosforan. Zatem kazdy
zsyntezowany fragment DNA ma wbudowane na catej dtugosci radioaktywne nukleotydy, co
zapewnia duzg czuto$¢ detekcji. Zwykle stosowane sg 33P i 35S, ktdre charakteryzujg sie matg energig
emisji i pozwalajg na dobry rozdziat prazkéw w zelu [2,14].

Sekwencjonowanie cykliczne

Sekwencjonowanie cykliczne stanowi modyfikacje sekwencjonowania metodg dideoksy.
Sanger i wsp. do katalizacji syntezy DNA stosowali fragmentu Klenowa. Odkrycie termostabilnej
polimerazy DNA (Taq) pochodzacej z Thermus aquaticus zaowocowato rozwojem techniki PCR
(tancuchowa reakcja polimerazy — polimerase chain reaction), a to w konsekwencji pozwolito na
udoskonalenie metody terminacji faricucha. Technika ta opracowana przez Sears i wsp. w roku 1992
posiada dwie cechy dajgce jej przewage nad metoda tradycyjng. Po pierwsze matryce dla reakcji
sekwencjonowania stanowi dwuniciowy DNA, po drugie metoda wymaga niewielkiej ilosci DNA
matrycowego. Procedura sekwencjonowania cyklicznego jest zblizona do PCR, jednakze stosowany
jest tylko jeden starter. Podobnie jak w metodzie tradycyjnej przeprowadzi¢ nalezy cztery reakcje, dla
kazdego ddNTP. Obecnos¢ jednego startera gwarantuje, ze sekwencjonowanie dotyczy tylko jednej
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nici z dwuniciowej matrycy DNA, a obecno$¢ ddNTP powoduje terminacje taricucha w losowych
miejscach, generujgc, pule czgsteczek réznej dtugosci zakonczonych konkretnym nukleotydem.
Produkty kazdej z reakcji poddaje sie elektroforezie w zelu poliakrylamidowym oraz detekcji, zaleznie
od zastosowanego znacznika [2].

Sekwencjonowanie automatyczne oparte o znakowanie fluorescencyjne

Dla postepu technik sekwencjonowania DNA ogromne znaczenie miato opracowanie
mozliwosci znakowania fluorescencyjnego. Waznymi ich zaletami w pordwnaniu do znacznikéw
radioaktywnych jest brak negatywnego wptywu na zdrowie oraz s$rodowisko. Ponadto rdine
fluorochromy posiadajg odmienne dtugosci fal emisji, dzieki czemu w odpowiednich kanatach
widziane sg w réznych kolorach. Ma to ogromne znaczenie w metodzie automatycznego
sekwencjonowania opartego o metode terminacji taricucha. Pozwala na wyznakowanie kazdego
dideoksynukleotydu innym fluorochromem, dzieki czemu, do odczytania petnej sekwencji badanego
DNA wystarczy jedna reakcja z zastosowaniem wszystkich ddNTP. Dzieki temu, ze detektor posiada
zdolno$¢ rozréznienia poszczegdlnych znacznikéw fluorescencyjnych mozina przeprowadzic
elektroforeze na jednej sciezce w zelu poliakrylamidowym, a sekwencja moze by¢ odczytywana
bezposrednio w trakcie przesuwania sie prgzkédw przed detektorem. Pozwala to na zapisanie
sekwencji w pamieci komputera, eliminujac btedy wynikajgce z odczytywania sekwencji przez
cztowieka i wpisywania do pamieci komputera. W potaczeniu z petng automatyzacjg catego procesu
przygotowania reakcji, sekwencjonowania i nanoszenia na Zzel system ten zapewnia znaczne
podniesienie wydajnosci sekwencjonowania [2].

Pirosekwencjonowanie

Pirosekwencjonowanie jest metods ,sekwencjonowania poprzez synteze”, ktorej wyniki
mozna obserwowac w czasie rzeczywistym. Jego poczatki siegajg drugiej potowy lat 90 — tych XX
wieku [1]. Technika ta w znaczacy sposéb rézini sie od wczesniej opisanych, nie wymaga ona
rozdzielania fragmentéw nici, np. przez elektroforeze, dzieki czemu jest znacznie szybsza niz
sekwencjonowanie metodg chemicznej degradacji, czy terminacji taicucha. Pirosekwencjonowanie
odbywa sie w kilku, cyklicznie powtarzanych etapach. Procedura opiera sie o 4 enzymy: fragment
Klenowa polimerazy | DNA, sulfurylaze ATP, lucyferaze i enzym degradujacy deoksynukleotydy, ktére
nie ulegly wbudowaniu, zazwyczaj apiraze. Matryca do sekwencjonowania, ktérg stanowi
jednoniciowy DNA, inkubowana jest z wszystkimi czterema enzymami. Do mieszaniny reakcyjnej
dodawane s3 kolejno poszczegdlne nukleotydy, osobno jeden po drugim. Przytgczaniu kolejnych
nukleotydéw do syntetyzowanej nici DNA w reakcji katalizowanej przez fragment Klenowa,
towarzyszy uwolnienie pirofosforanu (PPi). Uwolniony PPi konwertowany jest do ATP przez
sulfurylaze ATP. Kolejnym etapem jest uwolnienie kwantu $wiatta w reakcjach przemiany ATP do
AMP katalizowanych przez lucyferaze. Reakcja swietlna jest skutkiem dodania do mieszaniny
reakcyjnej wiasciwego nukleotydu — komplementarnego do matrycy. Ostatnim etapem jest
degradacja pozostatych, nieprzytagczonych deoksynukleotydéw, zanim do reakcji zostanie dodany
nastepny, by nie zaburzaty wyniku kolejnych cykléw syntezy nici DNA. Istotne jest, ze by zapobiec
reakcji Swietlnej w obecnosci dATP, jako substrat do syntezy DNA dodawany jest a — tio — ATP [1,12].

Pirosekwencjonowanie jest technikg w petni zautomatyzowang. Sekwenator dozuje reagenty
do mieszaniny, a wyniki wyswietlane sg na ekranie komputera w czasie rzeczywistym. Czas potrzebny
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na wbudowanie jednego nukleotydu to ok. jednej minuty, zatem czas trwania doswiadczenia zalezy
od dtugosci badanego fragmentu DNA. Automatyzacja procesu pozwala na prowadzenie wielu
eksperymentdw w jednym czasie. Sygnat Swietlny rejestrowany jest przez kamere, przesytany do
pamieci komputera i za pomocg odpowiedniego oprogramowania konwertowany na sekwencje
nukleotydowg [3].

Sekwencjonowanie oparte o hybrydyzacje

Inne oblicze sekwencjonowania DNA prezentuje technologia microchip DNA. Microchip DNA
z naniesionym uktadem réznych oligonukleotydéw moze zosta¢ wykorzystany do sekwencjonowania
innej czasteczki DNA. Caty proces oparty jest na hybrydyzacji danej czgsteczki do uktadu
oligonukleotydéw. Hybrydyzacja badanej czasteczki do danego oligonukleotydu oznacza, ze dana
sekwencja znajduje sie wewnatrz tej czgsteczki DNA. Petng sekwencje badanego DNA okresla sie
dzieki analizie wszystkich sekwencji oligonukleotydowych, w przypadku ktérych nastgpita
hybrydyzacja [2].

Zakonczenie

Sekwencjonowanie DNA, dzi§ jedna z podstawowych technik biologii molekularnej
i diagnostyki, ma swoje poczatki w latach 70 — tych XX wieku. Wtedy powstaty metody
sekwencjonowania pozwalajgce na poznanie w krétkim czasie niewielkich genoméw
prokariotycznych i eukariotycznych, czy tez fragmentéw wiekszych genomodw, jednak petne
zsekwencjonowanie genomow wyzszych eukariotéw stanowito wyzwanie. Udoskonalanie metod
sekwencjonowania, = wprowadzenie elektroforezy  kapilarnej, = znakowanie  nukleotydéw
fluorochromami doprowadzity do petnej automatyzacji procesu i sprawity, ze w roku 2001 zostata
opublikowana petna sekwencja genomu cztowieka. Zapoczatkowano i ukoriczono do tej pory wiele
projektéw sekwencjonowania genomoéw organizmoéw wyzszych, réwniez rodlin i zwierzat
hodowlanych. Obecnie w bazach danych dostepnych jest ok. 10000 genomédw. Koszty
sekwencjonowania w przeliczeniu na zasade zmniejszajg sie dwukrotnie co 18 miesiecy, co daje 10-
krotny spadek kosztow co 5 lat. Projekt zsekwencjonowania genomu cztowieka rozpoczety w 2001
roku byt wykonywany z uzyciem maszyn | generacji, trwat 6 lat i kosztowat 3mld $. Obecnie na rynek
weszty sekwenatory Il generacji. W chwili obecnej zsekwencjonowanie genomu cztowieka trwa 7 dni,
a jego koszt wynosi 5 tys. S. Komputery prdécz sktadania sekwencji oraz gromadzenia danych,
wykorzystywane sg rowniez do analizy uzyskanych sekwencji, m. in. do rozpoznawania sekweng;ji
kodujacych, poszukiwania sekwencji podobnych, poréwnywania genomow, czy przewidywania
struktur biatek [6,7].
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