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Abstrakt

Moderni technologie, v Cele se sekvenovanim nové generace (NGS), méni fadoveé rychlost ziskavani
genetickych dat pfi odhalovani genetickych pficin vyvolavajicich rlzna lidska onemocnéni. Tim
umoznuji také zménu pristupu ke studiu a Ié¢bé lidskych nadorovych onemocnéni, kterd mizeme

z fady dlvodd chapat také jako onemocnéni geneticka.

Prace si klade za cil zmapovat vyvoj sekvenacnich metod DNA se zaméfenim na NGS. Popisuje
zakladni poznatky vedouci ke vzniku soucasnych sekvenacnich postupU a jejich chemické, fyzikalni a
biologické principy. Ve struc¢nosti uvadi prehled zplGsobu zpracovani ziskanych sekvenacnich dat,
jejich analyzy a vyuZiti postupd, které slouzi pro predikce vyznamu nalezenych sekvencnich variant.
Na vybranych prikladech demonstruje hlavni aplikace NGS v onkogenetické problematice, mezi které
patfi charakterizace somatickych genetickych zmén u sporadickych nadorl a identifikace
hereditarnich patogennich variant v nddorovych predispozi¢nich genech u nadord dédi¢nych. Tim

ukazuje, jak jsou poznatky a pouziti metod NGS zavadény do klinického vyzkumu a Iékarské praxe.

Klicova slova: DNA, PCR, sekvenovani nové generace, tfeti generace sekvenovani, genové mapovani,

genova anotace, dédi¢né nadory, nddorova onemocnéni



Abstract

Modern technologies, including the next-gen sequencing (NGS), increase the speed for genetic data
acquisition in analyses of the genetic susceptibility to various human pathologies. This, for example,
entirely changes the field of tumor biology research and treatment because malignant tumor could

be also considered as a genetic disease.

This work aims to describe development of the DNA sequencing technigues with a focus on NGS. We
summarize the basic scientific achievements stimulating the NGS development and its chemical,
physical, and biological principles. Further, we overview the main steps in sequencing data
acquisition and analysis, and principles used by the software tools that are required for the prediction
of functional importance in identified genetic variants. The importance of NGS for current
oncogenetics is illustrated using selected examples, including characterization of somatic genetic
changes in sporadic tumors and identification of germinal pathogenic variants in case of hereditary
cancer syndromes, that demonstrate the rapid implementation of NGS technologies into the clinical

practice.

Key words: DNA, PCR, next-gen sequencing, 3™ generation sequencing, gene mapping, gene

annotation, hereditary tumors, cancer
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1 Genetické a genomické charakteristiky nadorovych onemocnéni

Nadorova onemocnéni jsou vyznamnym zdravotnickym a celospoleCenskym problémem
predeviim v rozvinutych statech. V Ceské republice jsou druhou nejéastéjsi pfi¢inou umrti. Vice nez
tri Ctvrtiny vSech malignich tumor( u nas tvori karcinomy prsu, tlustého streva a konecniku, plic
a prostaty. Ro¢né je v Ceské republice pfes 67 000 osob snové diagnostikovanym zhoubnym

nadorovym onemocnénim (www.svod.cz; www.uzis.cz).

Nadorova onemocnéni se vétsinoveé vyskytuji ve formé sporadické a vznikaji na zakladé akumulace
somatickych mutaci v pribéhu Zivota postizené osoby v urcité populaci bunék. Somatické mutace
genomové DNA vznikaji z fady exogennich i endogennich pficin. Exogenni genotoxicka poSkozeni
jsou dlsledkem plsobeni Ciniteld chemickych (kancerogeny), fyzikalnich (napf. ionizujici zareni) Ci
biologickych (onkogenni viry). Mezi nejcastéjsi endogenni priciny vzniku mutaci jsou razeny
poruchy biologickych pochodd zodpovédnych za syntézu DNA pfi jeji replikaci a opravach. Mutace,
které maji vyznamné pronadorové Ucinky, postihuji predevsim geny, které patfi do rozsahlych
funkénich skupin protoonkogen(, tumor supresorovych genl agen( kddujicich proteiny
zUCastnéné v opravach genomové DNA. Rozliseni "pfi¢innych" mutaci (tzv. "driver(") pfimo
zodpovédnych za vznik a rozvoj nadorového onemocnéni od fenotypové "némych" mutaci (tzv.
"passenger(") je obtiznym Ukolem soucasné onkogenomiky (Stratton et al. 2008). Identifikace
pricinnych mutaci v rlznych stadiich vyvoje nddorového loZiska a jeho metastaz je zdsadni nejen
pro pochopeni procesu tumorogeneze, ale je i vyznamnym faktorem pro uréeni progndzy

onemocnéni u konkrétniho pacienta a dilezitym predpokladem (prediktorem) pro odhad lé¢ebné

odpovédi.

Kromé vétsinové se vyskytujicich nadorl sporadickych existuje relativné mala, ale klinicky
vyznamna skupina nemocnych, u kterych se na vzniku onkologického onemocnéni vyznamné podili
i genetickd slozka, tedy mutace v nékterém z vice nez 150 doposud charakterizovanych
predispozi¢nich gent (Rahman 2014). Identifikace dédi¢né nadorové predispozice ma zasadni

klinicky vyznam pro pacienty a jejich rodinné pfislusniky.

Charakterizace mutaci u nadorovych onemocnéni ma svoje vyznamna uskali. V pfipadé studia
somatickych mutaci je obtiznym problémem nejen identifikace pFi¢innych mutaci (jiz zminéna
otazka drivers vs. passengers), ale také rovnéz heterogenita nadorovych vzorkd. Ve vysetfovaném
okrsku tkané se prolinaji réizné populace nadorovych bunék (a tim i rizné genomové DNA s rlznymi
variantami), bunék nenadorovych abunécnych struktur nadorového stromatu (tvofeného

predevsim bunikami imunitniho systému a mesenchymu). Pfi identifikaci dédi¢nych mutaci


http://www.svod.cz/
http://www.uzis.cz/

v nadorovych predispozi¢nich genech je pak zdsadni komplikaci rozhodovani o vyznamu nalezenych
variant ajejich pricinnému vztahu k nddorovému onemocnéni. A7 na naprosté vyjimky, se

predispoziéni mutace pro vznik nadorovych onemocnéni vyznacuji nelplnou penetranci?.

Pouziti metod sekvenovani nové generace prinasi do studia zmén genomu nadorovych bunék a do
analyzy nadorové predispozice zcela novy rozmeér a vyznamneé pfispiva k zasadnimu pokroku, ktery

byl zapocat jejich zafazenim do klinického vyzkumu.

! Jako penetranci oznadujeme miru pravdépodobnosti, 7e u nosi¢e mutace dojde k olekdvané zméné
fenotypu, tedy Ze onemocni sledovanym nadorovym onemocnénim. Penetrance predispozi¢nich variant
pro vznik dédiénych naddorovych syndroma se pohybuje v $irokém rozmezi (0 - <1). Cim vy$3i je penetrance,
tim klinicky vyznamné;jsim nalezem je prikaz nosiéstvi prislusné mutace.



2 Metody sekvenovani DNA

2.1 Historicka poznamka

Lidstvo po staleti patralo po dlvodu, pro¢ se nékteré fenotypy (pfip. onemocnéni) prenaseji
vrodinach do dalSich generaci. Srevoluénim vysvétlenim pficiny dédi¢nosti nékterych
fenotypovych znak( prisel v 2 . pol. 19. stoleti Johann Gregor Mendel, kdyZ sledoval sedm znakd
hrachu setého. Svym pozorovanim a naslednym pouzitim matematickych vypoctl zjistil, Ze se
nedédi znaky, ale vlohy pro né. Své poznatky shrnul do tfi zadkon( dédicnosti a tato pravidla
(s danymi vyjimkami) plati pro nezavisle segregované geny dodnes (Nussbaum et al. 2004).
Dédicnost, jako faktor vzniku nddorovych onemocnéni, je bézné uvadéna v fadeé literdrnich odkaz(
(véetné Ceskych) jiz od poloviny 19. stoleti. Klasicky je citovana prace Pierra Brocy, ve které v roce
1866 popisuje rodinu s mnohocetnym dédi¢nym vyskytem karcinomu prsu v nékolika generacich

(Krush, 1979), prestoze Cinitel zodpovédny za vznik téchto onemocnéni nebyl v té dobé ani tusen.

Teprve koncem 19. stoleti Svycar Friedrich Miescher objevil pfi pokusu izolovani protein( z bilych
krvinek nebilkovinnou substanci bohatou na fosfor, a nazval ji ,nuclein” (pozdéji DNA). Od té doby
se genetikou zacalo zabyvat vice védca, ktefi tak svymi objevy znacné rozsitili poznatky o podstaté
dédicnosti. Mezi lety 1900 - 1920 objasnil Phoebus Levene, Ze zdkladnimi stavebnimi kameny DNA
jsou cukr-fosfatova kostra a Ctyfi dusikaté baze a zaved| termin nukleotid (Dahm, 2004). Mezi dalsi
vyznamné objevy patfi napfiklad prdce Thomase Hunta Morgana o linedrnim usporadani gent na
chromozomech a vyznamna zjisténi o genové vazbé (Morgan 1914). Dalsim meznikem v oboru
genetiky mizeme nazvat experiment Avery — MaclLeod- McCarty (publikovany roku 1944), ktery
dokazoval, Ze zména virulence bakterie Streptococcus pneumoniae je zplsobena prejimanim
informace mezi rlizné virulentnimi kmeny pneumokok (tzv. transformace), a Ze za tento prenos je
zodpovédna DNA, nikoli protein, jak se doposud predpokladalo (Avery et al. 1943). V tomto obdobi
se o DNA zacal zajimat také americky védec Erwin Chargaff. Z rdznych organizmi izoloval DNA
a smisenim s kyselinou rozrusil fosfodiesterové vazby mezi jednotlivymi nukleotidy. MnoZstvi
jednotlivych nukleotidd ndsledné kvantifikoval pomoci papirové chromatografie. Timto
experimentem prokazal aroku 1952 publikoval, Ze v DNA je relativni zastoupeni adeninovych

a thyminovych bazi velmi podobné, ne-li stejné, a zaroven relativni zastoupeni cytosinovych bazi je



velmi podobné zastoupeni guaninovych bazi. Toto zjisténi se pozdéji do povédomi verejnosti

dostalo jako tzv. prvni Chargaffovo pravidlo.?

Sekundarni strukturu DNA popsali v dubnu roku 1953 Francis Crick a James Watson. Ve své praci
podporené experimentem méreni difrakce DNA metodou rentgenové krystalografie ukazali, ze
DNA je dvousroubovice, ktera se sklada ze dvou antiparalelnich retézcl obtocenych kolem jedné
osy. Cukr-fosfatova kostra polynukleotidu je sloZena ze zbytkd kyseliny fosfore¢né a 2’-deoxy-D -
ribdzy, na kterou jsou navazany dusikaté baze pomoci B — N — glykosidové vazby. Nukleotidy
v jednom Fetézci jsou mezi sebou spojeny kovalentni fofodiesterovou vazbou, kterd se vytvari mezi
volnou 3’ alkoholovou skupinou ribdzy a 5’ fosfatovou skupinou dNTP. Antiparalelné usporadané
fetézce jsou ve dvousroubovici stabilizovany pomoci vodikovych mustk( vytvarenych meszi
dusikatymi bdzemi. Pfitom ve Watson-Crickové modelu plati pravidlo, Ze purinovd baze paruje
pouze s pyrimidinovou a naopak (Watson et al. 1953). K objevu prispéla svymi poznatky i Rosalind
Franklinova a Maurice Willkins. Za objasnéni struktury DNA obdrzela trojice Watson, Crick, Willkins
v roce 1962 Nobelovu cenu. Diky témto védclim dnes daleko lépe rozumime molekularni genetice

a jsem schopni délat velké pokroky ve zkoumani a chapani lidského genomu.

Po zjisténi struktury DNA v roce 1953 bylo velké Usili vénovano nalezeni postupu pro odhaleni
presného poradi nukleotid( v fetézci. Prvni Uspésny pokus uréeni primarni struktury DNA proved|
biolog Ray Wu v roce 1970, kdyz se mu podafilo na Cornellské univerzité osekvenovat kratky usek
genomu bakteriofdga lambda (Wu 1970). Jako prvni pouZil strategii nasednuti specifického primeru
na jednovldknovou DNA andsledné syntézy komplemetnarniho vldkna svyuzitim DNA-
dependentni DNA polymerazy a specificky znacenych nukleotidd. Tim nastinil moZnou cestu

analyzovani genomu.

U procesu sekvenovani se vyuziva vlastnosti replikace vybraného Useku DNA, katalyzované
specifickymi enzymy. Klicovou uUlohu ma v procesu replikace enzym DNA-dependentni DNA
polymeréza (DNA polymeraza). Ke spravné c¢innosti DNA polymerazy je potreba dodat nebo pomoci
enzymu primazy nasyntetizovat kratkou oligonukleotidovou sekvenci komplementarni k templatu,
kterd slouzi jako pocatecni misto replikace, tzv. primer. Tento oligonukleotid poskytne volny 3'-OH

konec, ktery je nezbytny pro navazani dalsiho nukleotidu fosfodiesterovou vazbou, jiz pomoci

2 Chargaffovo druhé pravidlo fika, Ze procentualni zastoupeni poméru A -T, C -G bazi plati pro obé vlakna a lisi se mezi

druhy.



enzymu DNA polymerdzy. Sangerovo sekvenovanii metody sekvenovani nové generace (s vyjimkou
liga¢niho sekvenovani) DNA polymerazu vyzaduji k replikaci informace o sekvenci z templatu.
Takovy pfistup sekvenovani je nazyvan "sekvenovani pomoci syntézy"(Chen 2014). Nékteré typy
DNA polymerdz (napf. DNA polymerdza 1) jsou schopny rozkladat fetézec DNA - maji
exonukledzovou aktivitu a jsou schopny degradovat vldkno ve sméru 3'>5 ' (proofreading). Tato
aktivita byla popsana také u proteinu zvaného Klenow(v fragment, ktery byl plvodné ziskan
proteolytickym stépenim DNA polymerazy | E. coli (Jacobsen et al. 1974) aktery byl vyuZit
v Sangerové metodg, protoZe byl vhodny pro inkorporovani 2, 3’- dideoxynukleotid (Sanger et al.
1977). S rozvojem sekvenovani se v technikach NGS stal kvili velkym modifikacim terminainich

nukleotidd nedcinnym, a byl proto nahrazen jinymi typy polymeraz (Chen 2014).

Jesté v 70. letech 20. stoleti byly vyvinuty dvé sekvenacni metody (spolecné ocenéné Nobelovou
cenou vroce 1980). Metoda Sangerova, kterou mlzeme oznacit jako metodu biochemickou
a metoda Maxam-Gilbertova, kterd je metodou spise chemickou.? Sangerova metoda se ve své

automatizované podobé uziva v molekuldrné-biologickych laboratofich dodnes.

Velky prilom v sekvenovani DNA nastal v roce 1983, kdy Kary Mullis objevil zpUsob, jakym lze
efektivné namnozit Usek vybrany DNA in vitro. Principem je pouZiti termostabilni polymerazy
izolované z bakterie T. aquaticus (Taq polymeraza), ktera si udrzuje polymerdzovou aktivitu i pres
opakovanou inkubaci za vysoké teploty, jez slouzi pro denaturaci po jednotlivych cyklech in vitro
replikace DNA (Saiki et al. 1988). Tuto metodu nazval polymerazova retézovd reakce (PCR;

Polymerase Chain Reaction) a o deset let pozdéji byl za ni ocenén Nobelovou cenou.

2.2 Sangerovo sekvenovani

Frederick Sanger vyvinul metodou zaloZenou na principu enzymové replikace DNA in vitro. Reak¢ni

smés se sklddad z templatu DNA, DNA-dependentni DNA polymerazy, primertd znacenych 32p, 2’-

3 Principem Maxam-Gilbertova sekvenovéni je degradace predem uréené nukleotidové baze pomoci specifického
chemického Stépeni (purinové bdze jsou Stépeny dimethyl-sulfatem, pyrimidinové hydrazinem). Oligonukleotidy
oznacené radioaktivnim 32P se po $tépeni rozdéli na rlizné dlouhé fragmenty, prenesou se na polyakrylamidovy gel a
probéhne elektroforéza. Nasledné jsou pomoci autoradiografie vidét na elektroforeogramu radioaktivni prouzky. Tyto
prouzky predstavuji jednotlivé Useky DNA lisici se o jeden nukleotid (Maxam, Gilbert 1976). Vzestupnym ¢tenim téchto
prouzkl mazeme sloZit maximalné 100 bazi dlouhou sekvenci. Tato metoda se vsak kvili svym omezenim z hlediska
velikosti Cteni bazi, zavislosti na velikosti elektroforetického gelu, praci s radioaktivitou a nizkém uzivatelském komfortu
stala slepou vétvi sekvenovani.



deoxyribonukleotidl (dNTPs) a asi 10 % 2’,3" - dideoxyribonukleotidl (ddNTPs; Sanger et al. 1977).
Po denaturaci dsDNA dochazi k hybridizaci sekvenaéniho primeru na komplementarni vidkno
ssDNA. Tento kratky Usek dvoutetézcové DNA rozpoznavda DNA-dependentni DNA polymerdza,
kterd nasledné syntetizuje komplementarni vlakno DNA od 3’-OH konce primeru. Pfi zabudovani
ddNTP pfitomného v reakéni smési (na misto pfislusného dNTP) dochazi k ukonceni syntézy
polynukleotidu, protoze molekula ddNTP neobsahuje volnou 3'-OH skupinu, potfebnou pro
navazani dalsiho deoxyribonukleotidu. V pavodni podobé reakce probiha ve ¢tyfech zkumavkach,
kdy kazda obsahuje jiny typ ddNTP (Sanger et al. 1977). Po denaturaci sekvenacni reakce byly
vzniklé ssDNA zakoncené ddNTPs rozdéleny elektroforeticky na akrylamidovém gelu. (Sanger
a Coulson 1978). Radioaktivné oznacené fragmenty ssDNA elektroforeticky rozdélené na zakladé
mobility nepfimo Umérné logaritmu délky (v poc¢tu bazi) byly zobrazeny pomoci autoradiografie.
(Sanger et al. 1977) Pomoci Sangerova sekvenovani s radioaktivné znaéenymi primery (pozdéji

znacenou reakci pomoci 32P-dATM nebo 3P-dATP) bylo mozné predist sekvenci

A1) Aded ) Obr. 1. Autoradiogram sekvenacni
GUATTY g IR reakce z plvodni prace Sanger et al.
1977. Autoradiogram na 12%
akrylamidovém gelu pro stanoveni

sekvence pfi pouZiti restrikénich

£cC - ! fragmentd A12d a A14 jako primerd

4040 TTAALGGCT.C o S~ el - cnTeCT TG 3520 T .

4030 A TCGAS ‘ : . . o ACAAAAT 3510 komplementarniho vidkna OX174.
Tt A 3500

4020C T . v ;. L.

ehaiin G 3490 Fragmenty jsou zakoncéené inhibitory

4000 TGTCAC cGECAGSI80  yyaTp - G4ATP, ddTTP aaraCTP.

. % - AC 3470
Sggoccs(;;o éﬂ{:i - e éﬂiégif?o Kratsi fragmenty putuji  gelem
awio 1141 0 eATy 9450 rychleji, tudiz doputuji dale. Intenzita
sgeo(:G 2?. A:A';ﬁé 3440 barvy prousku je Gmérna mnosstvi
9950 éﬁécé . ,AéAA/: e kopii daného fragmentu ve vzorku.
S 5 ------:;C 3420 DNA sekvence je Ctena po prouZcich
i GcT;;TA.I: T - AGA smérem vzhiru. (Pfevzato z Sanger
3930 cCAA'T'-' iz cAGALRYR etal 1977)
cCCTCEEn =as -
3920 TGAC -, CTGO 3400
-—AT-Gi): 3390

o délce do 350bp (Obr. 1). Sangerova metoda byla po dlouhd léta diky své spolehlivosti
a jednoduchosti nejpouzivanéjsim sekvenacnim pfistuplm. OvSem i pres postupné odstranovani

nevyhod (radioaktivni znaceni nahrazeno fluorescenénim; Smith et al. 1986) a modernizaci



(zavedeni kapildrni elektroforézy), nedokdazala uspokojit poptavku po stdle se zvysujici sekvenalni

kapacité.

S nastupem automatizovaného sekvenovani bylo potfeba zjistit kvalitu pfistrojové identifikace
inkorporovaného nukleotidu (pravdépodobnost, sjakou byl zaclenény nukleotid spravné
pojmenovan). Pro tento Ucel bylo zavedeno tzv. Phred skére (Q). Phred skére je definovano jako
Q = -10log1oP, kde P je pravdépodobnost Spatné identifikace pfitomné baze. Napfiklad pokud
mame Phred skére Q=10, madme 90% jistotu, Ze je zafazena bdze sprdvna. lestlize Q =20,
pravdépodobnost spravného zaclenéni baze bude jiz 99%. Vyssi skére tedy znamenad vyssi pfesnost
identifikace a zdroven nizsi pravdépodobnost, Ze doSlo knespravnému uréeni nukleotidu.
Maximalni Phred skore nabyva hodnoty 60. Toto skére je vyuzivano v rlznych modifikacich ke

kontrole kvality vSemi metodami sekvenovani dalSich generaci.

Z hlediska diagnostiky nadorovych onemocnéni je Sangerovo sekvenovani po dlouhd desetileti
"zlatym standardem". Jeho zasadni dUleZitost byla obzvldsté patrnd v diagnostice mutaci
v nadorovych predispozi¢nich genech, kde Sangerovo sekvenovani sehravd zdsadni Ulohu pro
definitivni potvrzeni pfitomnosti patogenni varianty. Zasadni je vSak jeho omezeni pfi hledani
somatickych mutaci ve smésnych vzorcich bunék nadorovych tkani, kdy klasickym sekvenovani
obvykle nelze zachytit mutace, které se objevuji s alelickou frakci nizsi nez 10% (tj. obtizné jsou

zachytitelné varianty, pokud je v analyzovaném vzorku tkané méné nez 20% nadorovych bunék).

2.3 Sekvenacni metody nové generace

Pro fadu aplikaci vyzadujicich ziskani zevrubné informace o sloZeni komplexnich genetickych
struktur (celych gen(, exom(, transkriptomd ¢i genoma) ¢i skladbé somatickych variant v riznych
¢asto velmi malo zastoupenych populacich bunék bylo v neddvné dobé Sangerovo sekvenovani
nahrazeno metodami nové generace (NGS; Next-Gen Sequencing). NGS, téZ nazyvano
sekvenovanim 2. generace, umoziuje pribéh mnoha sekvenacnich reakci soucasné — tzv. masivni

paralelni sekvenovani (massive parallel sequencing; Tucker et al. 2009).

2.3.1 Pfiprava sekvenacéniho templatu

VSechny v soucasnosti zavedené NGS metody umoZriuji sekvenovani sice mnoha, avsak délkové
omezenych sekvenci DNA. Proto je pro pfipravu vzorku k sekvenovani vysokomolekularni

genomové DNA ve viech systémech nejprve nutno tuto DNA nastépit (fragmentovat) na kratsi



useky o délce nékolika desitek paru bazi az nékolika kilobdzi. Vlakna DNA lze fragmentovat
enzymaticky pomoci endonukleaz (napfiklad smési restrikénich endonukledz ¢i transpondz) nebo
fyzikdInimi postupy (sonikace, nebulizace). Nebulizaci rozumime rozdéleni DNA na fragmenty
pomoci pUsobeni stlaceného vzduchu v pfistroji nazyvaném nebulizér. Nejpouzivanéjsi a patrné
nejvhodnéjsi metodou pro ziskani sekvenacnich templdtdl o kontrolované délce je sonikace —

mechanickd fragmentace dlouhych vldken ultrazvukem.*

2.3.1.1 Emulzni PCR

Emulzni amplifikace je pfiprava klonalné namnoZeného sekvenacniho templatu pomoci PCR, ktera
probihd v emulzi voda - olej (Shao et al. 2011; Obr. 2). Emulzni PCR vyuZivaji pro pfipravu
sekvenacéniho templatu platformy 454, SOLID a lon torrent. Pro jednotlivé technologie se postup

emulzniho PCR lisi v technickych detailech.

W
O
LT

=ty = (B
=% ®T®"

Obr. 2. Schéma emulzni PCR. a) Adaptory opatifené fragmenty DNA jsou ve vhodném poméru pridany do

emulze obsahujici také mikrokulicky s navdzanym PCR primerem. b) Za idedlnich podminek obsahuji
vodni kapénky v emulzi pouze jednu mikrokulicku s jedinym templatem DNA. Nasledné fragmenty pres
adaptory hybridizuji k mikrokulickdm. ¢) Pfi PCR tak dochdzi ke klondlni amplifikaci ve ,vodnich
mikroreaktorech”. Po amplifikaci dochazi krozruseni emulze a kulicky nesou kopie fragmentu
(Prevzato z Shendure et al. 2008).

2.3.1.2 Mustkova (bridge) PCR

Amplifikace sekvenacéniho templatu pro platformu Solexa/lllumina nese ndzev mastkova PCR nebo

také "shlukova (cluster) PCR" aslouzi ke klondlnimu namnozeni templatu na pevné podlozZce

4 pouziti specifickych (restrikéni endonukledzy) ¢i nespecifickych (napt. shearaza) endonuklaz vede u Fady sekvenci DNA
v dasledku sloZenf jeji primarni struktury k preferenénimu stépeni urcitych tsekd.
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v ohrani¢eném prostoru za vzniku tzv. shlukd (clusterd). PCR amplifikace vyuzZiva univerzalnich

primer(, které jsou kovalentné vazany na povrchu sklenéné desticky (Obr. 3).

il i |un
uuln'n” unlu'l[J R Uk Dlll[l

ulnnlﬂu n]um[n] mnlu an“ “illl I"l

Obr. 3. Schéma mdstkové PCR (bridge PCR). a) Na oba konce fragment( jsou ligac¢né pfipojeny univerzalni
adaptory specifické pro 5' a 3' konec PCR templatu.. b) Tyto adaptory jsou sekvencné komplementarni
(a po denaturaci mohou hybridizovat) kjednovldknovym fragmentim kovalentné pripojenym
k pevnému povrchu desti¢ky, které v ndsledné PCR slouZi jako primery pro dosyntetizovani
komplementarniho vidkna. Nasledné je templdtovd DNA odmyta. Kovalentné vazané retézce DNA jsou
ohnuty tak, aby hybridizovaly s prilehlymi komplementarnimi primery. c) Ve tfetim kroku dochazi
k amplifikaci druhého vldkna. d) Po amplifikaci jsou fetézce znovu denaturovdny. e) Opakovanim
tohoto zpUsobu amplifikace vznikaji ohranicené tzv. shluky (clustery) PCR produktl, které jsou
sekvencné identické s plvodnim jednim templatem. V téchto shlucich jsou pfitomna forwardova i
reverzni vldkna. Reverzni vldkna jsou na poclatku nasledného vlastniho sekvenovani odStépena
a odmyta. (Prevzato z Shendure et al. 2008)

2.3.2 Principy sekvenovani nové generace a zpUsoby detekce poradi nukleotidu

V soucasné dobé pouzivané metody NGS jsou zaloZeny na dvou rlznych principech — sekvenovani
. o . .- - . g
pomoci syntézy ("sequencing by synthesis") a sekvenovani zalozené na ligaci ("ligation based

sequencing").

2.3.2.1 Pyrosequencing (pyrosekvenovani)

Princip pyrosekvenacni detekce vychazi z praci Nyréna et al. (Nyrén et al. 1985; Obr. 4). Sekvenacni
reakce je zaloZena na detekci pyrofosfatu (PPi), ktery je uvolfiovan z trifosfatu pfi vzniku
fosfodiesterové vazby pfi syntéze polynukleotidu. MnoZstvi vznikajiciho pyrofosfatu je detekovano
sprazenou chemickou reakci vedouci ke wvzniku luciferinu, ktery vytvari svételny signal

zaznamenavany citlivou CCD kamerou (Ronaghi et al. 1996).
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Obr. 4. Schéma principu pyrosekvenovani
vredlném case. Pfi zarazeni spravného
nukleotidu ktemplatu pfipojeného na
mikrokulicku se uvolni Umérné mnoZstvi
PPi, Ten dale reaguje s 3'-fosfoadenosin-5'-
fosfosulfatem (APS) za vzniku ATP v reakci
katalyzované ATP sulfuryldzou. Vznikly ATP
je vyuzit luciferdzou na oxidaci luciferinu na
oxyluciferin,  azaroven  dochdzi ke
generovani svételného signalu. (V pripadé,
Ze nedojde kinkorporovani nukleotidu,
jsou nukleotidy degradovany enzymem
apyrazou.) Tato reakce se cyklicky opakuje,
dokud neni prectena posledni baze
templatu. (Pfevzato z Ronaghi et al. 1996)

Pyrosekvenovani je zdkladem prvni rutinné pouZivané metody NGS uvedené do komercni praxe

firmou 454 (Roche; Obr. 5). Pfi 454 sekvenovani dochazi k sekvenovani DNA templdtu ukotveného

na mikrokuli¢ce v tzv. pikotitracni desticce, coZ je plocha desticka s mnoha jamkami opatfenymi

optickym vldknem (picotiter plate; Margulies et al. 2005). Jamky jsou pouzivany jako velmi malé

zkumavky, ve kterych DNA polymeraza inkorporuje postupné do reakce pfidavané dNTPs. Pokud je

dany dNTP komplementarni k sekvenci templdtové DNA, je zafazen do syntetizovaného vldkna a

uvolni se patficny pocet molekul PPi, ¢imZ je hodnocen druh a pocet nukleotidy zaclenéného

v konkrétnim kroku sekvenacni reakce.
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ATP

luciferin
luciferasa - o,

oxyluciferin + svétlo + AMP + PPi

Obr. 5. Schéma prib&hu pyrosekvenovani, které vyuZivd systém 454 (Roche). Casti obrazku a - c), které
schematicky znazorfiuji ligaci adaptord na templatovou DNA,, pfipojeni k mikrokuli¢ce a prabéh klonalni
amplifikace templatu pro pyrosekvenovani jsou v detailu vysvétleny na Obr. 2. d) Sekvenovani. Kulicky se
v roztoku nanesou rovnomérné na desticku. Povrch desticky je pokryt jamkami ve tvaru plastve, které svou
velikosti umoznuji, aby do kazdé jamky zapadla pravé jedna kulicka. Desticka je poté vloZena do
sekvenacniho pfistroje, kde je cely jeji povrch postupné promyvdn jednotlivymi nukleotidy. KaZzdé
inkorporovani komplementéarniho nukleotidu vede ke vzniku svételného signdlu zaznamenaného vysoce
citlivou CCD kamerou. e) Chemicky pribéh pyrosekvenovani je podrobné rozepsan v Obr. 4. f) Zpracovani
dat aanalyza. Program vyuziva intenzitu svételného signdlu po kazdé inkorporaci v kazdé jamce ke
stanoveni sekvence viech ¢teni najednou. Intenzita signdlu je Gmérna poctu inkorporovanych bazi (Ronaghi
et al. 1996). V pripadé zaclenéni vice bazi najednou (homopolymer(), se objevuji problémy s prfesnosti
detekovaného signalu, které tento pristup omezuji — spravné lze hodnotit inkorporaci do max. péti stejnych
nukleotidd (Shendure et al. 2008; prevzato a upraveno z http://454.com/products/technology.asp).
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2.3.2.2 lllumina Genome Analyzer

Sekvenovani firmy Illumina ma pocatky v pracich Turcattiho et al., ve kterych je popsan zpUsob
pripojeni DNA ke sklenéné desticce snavazanymi oligonukleotidy a vytvareni shluk(
amplifikovaného DNA fragmentu (Turcatti et al. 2006). Stejné jako pyrosekvenovani vyuziva
postupu sekvenovani pomoci syntézy. Lisi se ovSem v postupu detekce inkorporovanych
nukleotidd. NamnoZené a ukotvené shluky ssDNA fragmentd, slouZicich jako sekvenacni templat,
jsou po navazani sekvenacéniho primeru postupné omyvany fluorescencné znacenymi nukleotidy
s modifikovanym 3’-OH koncem (Obr. 6). Tato modifikace zajistuje, ze v kazdém kroku sekvenace
se zaradi pouze jeden nukleotid (Bentley et al. 2008). Po zaclenéni znaceného nukleotidu je jim po
excitaci emitovano charakteristické fluorescenéni zareni, které je detekovdno systémem CCD

kamer (www.illumina.com).

wwu W wwu

o3 oo & w3 w3 " @g

ag 8 23 '

<k . I - 3 i -

& oofoag QO B 5 ek

0Q 0 Q

@ @ @

aQ Add nucleotides Q Image array, Q Add fresh

= <) - 2

b and polymerase k3 remove label ke nucleotides and
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Obr. 6. Schéma pribéhu sekvenace na platformé Solexa/lllumina. Na forwardové vlakno templatového
clusteru, pfipevnéné k pevné podloZce hybridizuje primer a je pridana DNA polymerdza a Ctyfi typy
fluorescencné znacenych nukleotidd s modifikovanymi 3’-OH konci, které zajistuji v jednom cyklu
sekvenace zarazeni pouze jednoho nukleotidu (Bentley et al. 2008). DNA polymeraza zprostfedkuje
navazani jednoho nukleotidu. Po jeho inkorporovani se po excitaci uvolni pro néj typické
fluorescencni zareni, které je detekovano. Terminacni ¢ast modifikujici 3’-OH konec a fluorescencni
znacka jsou odstépeny a odstranény, coz umoznuje navazani dalSiho nukleotidu v dalSim kroku
syntézy. Tento proces se cyklicky opakuje. Takovy postup sekvenace se opakuje také pro reverzni
vlakno templatu. Délka cteni je omezena délkou templdtu a typem pouzitého sekvenacniho kitu
(Prevzato a upraveno z Anderson et al. 2010).

V soucCasnosti nejvice uzivané platformy byly uvedeny na trh firmou lllumina vroce 2006

(www.illumina.com). Od té doby byly uvedeny na trh jeSté dal$i modely liSici se svou sekvenalni

kapacitou (Mi-Seq, Next-Seq a Hi-Seq).
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2.3.2.3  ABI SOLID (Sequencing by Oligo Ligation and Detection)

Sekvenovani vyuzivané platformou SOLID neni zaloZeno na principu syntézy sekvenovaného vlakna
pomoci DNA polymerazy, ale na principu ligace (Obr. 7). Pfi sekvenovani jsou na jednoretézcové
templatové vldkno ukotvené na mikrokulickach hybridizovany oligomerni hybridizaéni sondy
obsahujici na 5" konci zndmou sekvenci dimerd oznacenou specifickymi flourofory. Po sekvencné

specifické hybridizaci téchto sond je DNA ligdza kovalentné spojuje s prodluZujicim se

sekvenovanym vldknem (Shendure et al. 2005).

I:ife/APG — Sequencing by ligation

Primer round 1

Universal seq primer (n) . AT/ /*
3! i
2o v 3
8 Pladapter Ta Target sequence

& Fluorescence,
Excite  four-colour imaging

1,2-probes
x, y Interrogation bases
n Degenerate bases

z Universal baf;; , /*
i -
[ 3
o grnnnzzz/ J
X

Cleavage agent
geagent e

XYTIMNZZZ *
/5, AM

) P
XyNNNZZZ el,l'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'II ¥
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XYTINZZZ - &
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Repeat ligationcycles Ligationcyclel 2 3 4 5 6 7.[ncycles)

m L ) s
J' AT TT CT GT TT CA GC

\ TR AA GA CA BA GT, CG
) LTI

Reset primer (n 1), repeat ligation cycles

‘

Primer round 2 ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ\ 1 base shift
Universal seq ¢ -1 l\ g,

primer (n— 1) " TER/CT Gc TG AT cc G

[

T GA CG AC TA GG GC
Reset primer three more times

Obr. 7. Schéma sekvenovani pomoci ligace.
K fragmentované DNA, namnoZené pomoci
emulzni PCR hybridizuje po denaturaci primer
komplementarni s adaptorovou  sekvenci
fragmentu.

ligdzy
pfipojen komplementarni oktamer sloZzen ze

V dalsim kroku je pomoci enzymu

dvou bazi komplementdrnich stempldtovym
fetézcem (interrogation bases; zde AT; xy
v levém boxu), tfi degenerovanych bazi (nnn
v boxu vlevo) atfi univerzalnich bazi (zzz
v boxu vlevo), nesoucich fluorescencni znacku,
kterda je po zaclenéni detekovana citlivou

kamerou.
Univerzalni bdze jsou poté chemicky
odstépeny (presny postup Stépeni je

pfedmétem patentové ochrany) a ligacni
proces se opakuje v cyklech az do konce c¢teni
templdtu DNA. V druhém kole &teni stejného
templatu dochazi k odstépeni nové vzniklého
vldkna i plvodniho primeru. Ktemplatovému
vlaknu se hybridizuje primer, ktery je
komplementdrni k sekvenci o jeden nukeotid
posunuté. Tak je zajisténo dibazické cteni
sekvence posunuté o jeden nukleotid. Tento
cyklus zkraceni primeru, pfiligovani oktamer(
a odstépeni univerzalnich nukleo- tidd se
opakuje jesté trikrat. (Prevzato a upraveno

z Metzker, 2010, review)

V krocich nasledujicich po identifikaci fluoroforu ligacné pripojeného oligomeru je fluorofor
s nékolika bazemi chemicky odstépen tak, aby volnad fosfatova skupina na 5 konci zkraceného

oligomeru byla pfipravena na navazani nasledujiciho znaceného oligomeru. Timto zplsobem jsou
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diskontinudlné cteny vidy dvé baze. Vysledna sekvence je vypocitana na zakladé sekvenovani
templatu kotveného na mikrokuli¢ce v nékolika rdznych krocich posunutych o jeden nukleotid, ¢imz

dojde k procteni celé sekvence templatu.

Dvoubazové kédovani (two base encoding; Obr. 8) je typickou vlastnosti SOLID systému. V tomto
postupu je diky postupnému premistovani primerl kazdy cilovy nukleotid kdédovan dvakrat,
postupné ve dvou kolech ligace. Tato vlastnost ligacniho sekvenovani zajiStuje velkou sekvenacni

presnost (McKernan et al. 2006).

Obr. 8. Schéma dvoufazového
. . barevného kédovani sekvenova-né
DNA v systému SOLiD.
Pro dekddovani je nutné znat prvni

Ve dvoubazovem dekodovani je
kaida baze definovana dvakrat I

A

nukleotid skenovaného Useku (zde
Dekédovani A)

. . Barevny prostor Kazdy nasledujici nukleotid je
kodovan dvéma flurofory.

—

|
TA  AC AA (GA) V ptipadé diskordantniho
GC CA CC TC

G GT .GG AG
I B fluoroforu lze takto detekovat
vni baze —CA_TL/ TT CT

sekvenacni chybu atuto chybu
AT GG Dekodovana sekvence odlisit od sekvenaéni varianty.
'Y Y Y : -
) (Prevzato a upraveno z Mardis
AT G GA sekvence baat Elaine R ., 2008).

Mazne dinukleotidy barevného  kédovani  jednoho

Systém SOLID byl poprvé predstaven firmou Applied Biosystems (www.appliedbiosystems.com)

v roce 2006, avSak v soucasné dobé vyvoj této technologie jiz dale neprobiha.

2.3.2.4 Semiconductor sequencing technology

Sekvenovani pomoci polovodiovych technologii vyuZiva toho, Ze zac¢lenéni jednoho nukleotidu do
polymeru DNA vede k hydrolyze jeho fosfatové skupiny, a tim dojde k uvolnéni jednoho protonu
(H*). Polovodicovy Cip technologie CMOS (Complementary Metal - Oxide Semiconductor) se sklada
z vrstvy jamek, navrzenych tak, aby do kazdé jamky zapadla presné jedna 2 um velkd kulicka
s amplikony , ion - citlivé vrstvy a vlastniho senzoru. Uvolnéni protont ma za néasledek zménu pH

roztoku, Umérnou poctu inkorporovanych bazi (0,2 jednotek pH za jednu bazi), kterd je detekovéna
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ion senzitivni vrstvou. Tyto zmény pH jsou nasledné prevedeny na napéti a softwarem jsou
prevedeny do digitadlni informace. Neni zde tedy pouZito zddného fluorescenc¢niho znaceni ani

modifikovanych terminator( (Rothberg et al. 2011), coz zvysuje rychlost sekvenace.

Obr. 9. Zobrazeni jedné jamky
polovodi¢ového cCipu aschéma prabéhu

sekvenovani. Po priibéhu emPCR (Obr. 2) se
k mikrokulickdm s navazanymi nékolika
miliénovymi kopiemi DNA templatu pridaji
sekvenacni primery a DNA polymeraza.
Mikrokulicky s navazanymi kopiemi DNA
templatu pluji cipem a pomoci centrifugy je
rozmisténa jedna mikrokulicka do jedné
jamky. Nasledné  jsou sekvencné
promyvany neznacenymi nukleotidy. Po
zaclenéni nukleotidu dochazi k uvolnéni
protonu (H*), v disledku cehoz se v jamce
zméni pH (ApH). Pod snimaci vrstvou se
nachdzi ion senzitivni tranzistor detekujici
zmény v napéti (AV) aihned prevadi

Bulk Drain Source == To column
Silicon substrate receiver

chemicky signal na digitdlni. V pfipadé

inkorporovani vice nez jedné baze se napéti
nasobi. (Pfevzato z Rothberg et al. 2011)

Pfistroj na sekvenaci pomoci polovodicovych Cipl uvedla na trh vroce 2010 firma Applied

Biosystems.

2.4 Treti generace sekvenovani

PfestoZe technologie sekvenovani prvni a druhé generace zaznamenaly mnoho prlkopnickych
objevl v oblasti genomiky i mimo ni a tim umoznily lepsi a Uplnéjsi pochopeni lidského genomu,
jsou zde stale aspekty, které jsou mimo dosah soucasnych technologii. Hlavnim nedostatkem
sekvenovani druhé generace je omezend délka Cteni a ¢asova naroc¢nost pripravy biologickych
vzorkd a sekvenacni reakce. Zatimco u metod druhé generace se primérna délka cteni pohybuje
v rozmezi 75 - 500 parQ bazi, nékteré technologie treti generace slibuji vice nez 1000 par( bazi
(Podrobny prehled na Tab. 1, str. 20). Sekvenovani tfeti generace je také oznacovano jako

technologie "single-molecule" sekvenovani. Vyhodou je také to, Ze zde neni potifeba amplifikace
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templdatu. Tim je zachovano i kvantitativni hledisko a (v ptfipadé moznosti dlouhého ¢teni) mozZnost
detekce velkych prestaveb i chybéni ¢i amplifikaci velkych Usekd genomové DNA. Soucasné se

samotné sekvenovani vyrazné zkracuje a zlevriuje (Schadt et al. 2010).

2.4.1 Helicos Biosciences

Helicos Genetic Analysis Platform vychazi z teoretické prace Braslavskyho et al. 2003, ve které je

popsdna sekvenace jedné molekuly DNA ukotvené na povrchu krystalu pomoci biotinylovaného

primeru.
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Obr. 10. Pribéh sekvenace na sekvenatoru HeliScope. Jednovlaknové fragmenty DNA o délce 100 - 200
bp jsou nejprve opatreny poly - A adaptory, které zajistuji uchyceni vldken k poly - T sekvenci
primeru, ktery je ukotven na povrchu desticky, na které probiha sekvenace. Nasledné jsou
neusporadané rozmistény na desticku, ktera je cyklicky zaplavovana DNA polymerazou a jednim ze
Ctyr typl fluorescencné znacenych nukleotidl. Podobné jako u platformy lllumina, maji jednotlivé
nukleotidy modifikované 3’-OH konce, které zabrariuji inkorporaci vice nukleotidl v jednom cyklu.
Kazda inkorporace jednotlivych nukleotidd k DNA fragmentlm je snimana velice citlivou CCD
kamerou. Po zaznamenani signalu jsou fluorescencni znacky odS$tépeny a odmyty a cyklus se
opakuje. (Pfevzato a upraveno z Anderson et al. 2010)

Sekvenace probihda za pfitomnosti DNA polymerazy svyuZitim fluorescenéni mikroskopie
(Braslavsky et al. 2003). Unikatni vlastnosti této metody je, Ze k sekvenovani neni potreba zadné
klondlni amplifikace ake zjisténi plvodni sekvence dochazi pouZitim velmi citlivého
fluorescencéniho FRET systému pfi sekvenaci syntézou jedné DNA molekuly (Shendure et al. 2008;

Obr. 10).

Firma Helicos Biosciences sekvenator HeliScope uvedla na trh v roce 2008. V soucasné dobé oviem

jiz nedochazi k vyvoji této technologie.
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2.4.2  Technologie SMRT (Single - Molecule Real - Time)

Technologie SMRT provadi sekvenovani jednotlivych molekul v redlném Case. Tento systém vyuziva
nanostruktru zvanou Zero Mode Waveguide (ZMW), coz jsou jamky o prdmeéru asi 70 nm, umisténé
v Cipu. Kazdy SMRT ¢ip obsahuje desetitisice téchto jamek a v kazdé jamce probiha sekvenace jedné
molekuly DNA (Levene et al. 2003). Béhem sekvenacniho procesu je ukotvené komplementarni
vladkno syntetizovano za Ucasti enzymu DNA polymerazy, kterd je také ukotvena na dné kazdé jamky
(Korlach et al. 2008; Obr. 11). Jamky (ZMW) maji velmi maly objem, coZ zabezpecuje efektivni
detekci zaclenénych znacenych nukleotidd. Tento zpUlsob sekvenace je velice rychly (asi 10 bazi za
sekundu) a ma velmi dlouhou délku ¢teni (az 10 000 bp). Sekvenaci Ize provadét v nékolika tisicich

jamek (ZMW) paralelné. Pfistroj vyuzivajici technologii SMRT vytvofila firma Pacific Biosciences.

Obr. 11. Inkorporace nukloetidu v ZMW.
DNA polymerdza a DNA templat jsou
uchyceny na spodni strané jamky, ktera je
zespoda osvétlena laserem. Do jamky
jsou pridavany nukleotidy, které maji na
fosfatové skupiné navdzané rozdilné
fluorofory. Po zaclenéni baze se uvolni
svételny puls, ktery je zachycen
detektorem. Poté dochazi k odstépeni
fluorescen¢ni  znacky. Prevzato z
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2.5 Technické charakteristiky a srovnani sekvenacnich pristupl

VSechny sekvenacni systémy nové generace umoZiuji vyrazné vyssi sekvenacéni vykon ne?
automatické kapildarni sekvenovani. Zaroven je moZzno stejné mnoZstvi genetické informace ziskat

za vyrazné kratsi ¢as. Technické parametry dostupnych sekvenacnich pfistrojd uvadi Tab. 1.

Metody NGS jsou tedy vhodné pro pouZiti v laboratofich, kde je tfeba rychle ziskat velké mnozstvi
genetické informace. Pro mensi projekty (rozsahem kilobdze - megabdze) je (a pravdépodobné

stale bude) Sangerovo sekvenovani vhodnou metodou (Shendure et al. 2008).
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Tab. 1. Pfehled v souéasnosti pouZivanych platforem sekvenujicich DNA. (Pfevzato a upraveno z Li et

al. 2011)
Platforma Technologie Model Délka ¢teni  Propustnost (za den) Vyrobce
Automatizované Kapilarni )
. Applied
Sangerovo elektroforéza, 3730l <900 bp <3 Mb Biosvstems
sekvenovani ddNTP metoda ¥
454 Pyrosekvenovani  GSFLX* 500 - 700 bp 700 Mb ot LR SEees
(Roche)
soLip™ Sekvenace ligaci 5500 x| 75 bp 30 Gb = Te(cAhBr]g’log'es
lllumina Reverzni HiSeq2000  50- 150 bp <55 Gb lllumina, Inc.
terminatory
Detekce ) Life Technologies
lon Torrent vodikového iontu lon 316 Chip 100 bp 100 Mb (ABI)
Zobrazeni Sekvendtor
HeliScope™ inkorporovaného  jednotlivych 35 bp 1Gb Helicos
NTP molekul
PacBio SMRT™ PacBioRS  >1000 bp 500 Mb Pacific
technologie Biosciences

Metoda pyrosekvenovani ma v porovnani s ostatnimi systémy NGS vysokou rychlost a vétsi délku
¢teni. Jeho hlavnim nedostatkem je relativné velka chybovost pfi zaclenéni homopolymerd, jeho
financni narocnost (v porovnani s ostatnimi systémy NGS), ataké neschopnost ziskat vétsi

sekvenacni kapacitu (mnoZzstvi sekvenovanych templatld je omezeno velikosti pikotitracni desticky).

Charakteristickym znakem systému SOLID je diky dvoubdzovému dekdédovani velkd presnost
sekvenace (99,99%), ale i pres snahu postupného zlepseni tento systém naradzi na problém, kterym

je jeho kratka délka cteni.

Pro svij relativné dobry uzivatelsky komfort (mimo jiné neni nutna emPCR) je v soucasnosti
nejhojnéji uzivany systém lllumina Genome Analyzer. Proti pyrosekvenovani umoznuje sice
sekvenovani kratSich Usek(, neni vsak zatiZzen tak vyznamnou chybou pfi ¢teni homopolymernich
oblasti a umoZnuje téz aplikaci ¢teni z obou stran templdtu pfi oboustranném cteni (pair-end

sekvenovani).

Platforma lon Torrent se od ostatnich lisi tim, Ze v ni neni potfeba Zaddného fluorescencniho znaceni
¢i reverzibilnich terminator(. Tim je vyrazné snizena financni nakladnost azvysena rychlost
sekvenovani. Stejné jako u pyrosekvenovani se zde ovsem objevuji chyby v identifikaci

homopolymernich Usek.
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3 Zpracovani a analyza sekvenacnich dat

Zatimco u Sangerova sekvenovani je mozno v ramci jedné sekvenacni analyzy identifikovat sekvenci
do maximalné 900 par( bazi a sekvenovani unikatni cilové sekvence o velikosti napr. 1 milién bp je
tedy velice Casové naroc¢né, u technologii nové generace jsou z dlvodu moznosti masivniho
paralelniho sekvenovani analyzovany sice kratsi Useky (fragmenty DNA), nicméné sekvenovani
probihd paralelné, ¢imZ se doba potiebna k vysetfeni cilové sekvence stejné velikosti vyrazné
zkracuje. V soucasné dobé se vyzkum v oblasti genomiky velmi rychle rozviji a pomoci pouzivanych

novych technologii se velmi zvySuje ziskané mnoZstvi sekvenacnich dat.

Vystupem vlastniho sekvenovani pomoci soucasné pouzivanych sekvenacnich technologii druhé
generace je ziskani tzv. readd, neboli jednotlivych sekvenacnich ¢teni amplifikovanych templata.
Jejich délka odpovida pouzité sekvenacni technologii a pohybuje se od desitek bazi (u SOLiDu) az
po cca 1000 bazi (u FLX, Roche, prehled v Tab. 1). Téchto sekvenacnich ¢teni je v prabéhu
sekvenovani zaznamendno 10°-107. Kolekce takto zaznamenané informace reprezentuje hrubd
data. Tato data je nezbytné zpracovat naslednymi bioinformatickymi postupy, pfi nichz nejprve
dochazi k odstranéni sekvenacnich artefakt a naslednému mapovani, které predstavuje pfirazeni
jednotlivych prekryvajicich se ¢teni k sobé navzdjem a jejich porovnani (namapovani) na referencni

genomovou sekvenci.

Vysledkem je ziskani namapovanych oblasti, kde jednotlivé Useky sekvenované genetické
informace (napf. genomu) jsou zmapovany (pokryty) nékolika rlznymi ready. Pocet readd (Cteni),
které zaznamenavaji jednotlivé Useky referencni sekvence, se nazyva sekvenaénim pokrytim. Mira
pokryti, na kterou je konkrétni sekvenovani navrzeno se lisi podle Ucelu daného sekvenovani (napfr.

odlisné pokryti u vysSetrovani zarodecnych vs. somatickych mutaci).

Namapované sekvence je mozno prevést do grafické podoby pomoci rliznych programovych
nastroji (napf. Integrative Genomic Viewer; IGV; Obr. 12), které ukazuji sekvenacni pokryti
zobrazeného Useku referencni sekvence, identifikovanou sekvenci i vyskyt pfitomnych sekvenénich
variant. Pro celkové hodnoceni sekvenovani, obzvlasté v pfipadech, kdy se jednd o studium
sekvencnich variant v rozsahlych Usecich kédujicich oblasti genomu (exomu) je toto zobrazeni

nevhodné.

Dalsi Uroven bioinformatického zpracovani ma za ukol identifikovat nalezené sekvenacéni zmény
a tyto zmény popsat v kontextu zmén na Urovni DNA resp. cDNA a proteinu. Tento postup se nazyva

(funkéni) anotace. Nasledné je nezbytné ze ziskanych dat extrahovat genetické zmény, u nichz Ize
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predpokladat, Ze maji funkéni vyznam. Ktomuto slouZi fada filtraénich krokd a nastrojd

umoznujicich priorizaci predevsim jednonukleotidovych missense variant.
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Obr 12. Mapovani ¢asti genu PALB2 (umisténého na chromosomu 16p) pomoci programu IGV. Jednotlivé
ready (modré a rGzové Usecky) pokryvaji sekvenci oblasti exonu 5 a pfilehlych intron exonovych
prechodU (271 bp) genu PALB2.V misté vyskytu varianty (hnédo-zeleny sloupec v Sedém grafu celkového
pokryti) je v obdéiniku vyznaceno celkové sekvenacni pokryti 133x, nukleotid A byl osekvenovan 62x,
zatimco nukleotid G 71x.

3.1 Skladani sekvenacnich dat - mapovani (assembly)

Sklddani sekvenacnich dat je prvnim krokem kuspésnému dokonceni analyzy. Ziskané
osekvenované fragmenty DNA (ready) se musi zarovnat a sloucit do rfetézce na sebe navazujicich
fragmentl DNA, ¢imZ se vytvori spojita sekvence, kterd je nasledné pouzita k ziskani sekvence
plvodni. Takto sloucené fragmenty DNA se nazyvaji kontigy. Proces skladani sekvenci mlze byt

proveden dvojim zplsobem. V pfipadé dostatecné hloubky pokryti Ize vyuZit prekryvu jednotlivych
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sekvenci a sestavit kontig de novo’. Druhym zplsobem je sestaveni pdvodni sekvence pomoci jiz
znamé, referencni sekvence (mapovani), kterd pochazi ze stejného nebo blizce pFibuzného druhu.
Referencni sekvence jsou uloZeny v online databdzich (GenBank v Severni Americe, Ensembl
databdaze v Evropé) a jsou verejné pristupné (Yandell et al. 2012). Pfi mapovani genomu program z
tzv. PCR duplikdtl vybere nejkvalitnéji osekvenovand cteni, vytvori se prvotni SAM (Sequence
Alignment Map) textovy format a ndsledné BAM (Binary Alignment Map) format, ktery textovou
informaci prfevede na binarni, ¢imz se objem dat zmensi a zrychli se vyhledavani a pfifazeni urcitych

regionl (Li et al. 2009). Poté program provede namapovani na referencni sekvenci (Obr 13).

3.2 Anotovani sekvenacnich dat

Ziskana sekvenacni data musi byt anotovana, aby sekvenovani genom(, exomd, ¢i genl mélo
vyznam a ziskané informace mohly byt naddle vyuzity. Genovou anotaci rozumime identifikovani
nalezenych sekvenacnich variant v kontextu struktury gend (kddujicich/nekddujicich sekvenci)
a jimi kddovanych proteinl (vliv nalezenych alteraci na zménu genetického kddu). Anotace stovek
tisic variant neni moiné provadét manudlné. Proto kanotovdni slouZi Fada anotacnich
softwarovych ndstrojd (napf. Annovar). Vysledkem anotace je uzivatelem definovany souhrn
nalezenych variant. U variant v nékterém ze zndmych gen( jsou urceny jeji genomové koordinaty,
vztah ke konkrétnimu genu, respektive kjeho kodujicim oblastem (exondm) ¢i oblastem
nekdédujicim (introndm a regulacnim sekvencim). U variant kédujicich oblasti je identifikovana
pripadna zména ¢teciho ramce (v pfipadé kratkych inserci/ deleci) nebo dopad nukleotidovych
zdmén na vyslednou aminokyselinovou sekvenci vznikajiciho proteinu (silent, missense nebo
nonsense varianty). K témto informacim Ize doplnit Fadu dalsich udajl, jako je frekvence vyskytu

popisovanych variant ve vefejné pfistupnych databdzich (dbSNP;

5> Sekvenovanim de novo nazyvame sekvenovani, pfi kterém zjistujeme sekvenci genomu druhu, ktery dosud
nebyl osekvenovan. Jednotliva Cteni pfi tomto zplGsobu sekvenovani musime tedy sestavit na zakladé
identickych sekvenci v riznych readech. Po sloZeni kontigu je nutné identifikovat a odstranit repetitivni
sekvence, které znacné anotaci komplikuji. Toto se déje pomoci postupu tzv. maskovani, pti kterém se
vsechny repetitivni nukleotidy preméni na "N ", tedy signal, Ze regiony jsou opakovany. Identifikaci genu ze
seskladanych DNA sekvenci zajistuji ab initio genové prediktory. Ty k uréeni exon - intronové struktury genu
pouzivaji matematické modely a nepotrebuji tedy k zjisténi struktury genu Zadné referencni sekvence. Takto
dokazi identifikovat pouze kddujici sekvenci, nevyhledaji neprekladané regiony nebo alternativné
sestrihané transkripty (Yandell et al. 2012)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP) shromazdujicich Udaje o sekvenaci exomd (ESP 6500;

evs.gs.washington.edu ) ¢i genoma (1000 genomes project; www.1000genomes.org).

3.3 Predikce vyznamu sekvenacnich variant

MnoZstvi identifikovanych variant DNA ziskané metodami sekvenovani druhé generace je proti
vystupu ze sekvenovani generace prvni enormni. Nejhojnéji zastoupenou skupinou genetickych
zmén, které se nachazeji pfi sekvenovani, jsou jednonukleotidové zdmény. Jejich frekvence se
odhaduje zhruba na 1/1000 bp. Zatimco hodnoceni vyznamu nonsense variant vedoucich
k zarfazeni stop kodonu s ndslednou syntézou zkracené atedy obvykle funkéné defektni formy
proteinu je pomérné malo komplikované, vyznamné obtiznéjsi je funkcni popis vyznamu
zaznamenanych missense variant. K predikci jejich funkéniho vyznamu byla vyvinuta celd fada
predikénich modell. Tyto modely hodnoti vyznam missense variant s ohledem na i) charakter
aminokyselinové zdmény z hlediska jejich chemickych vlastnosti, ii) konzervativnost dotéeného
aminokyselinového zbytku v prirezu fylogenetického vyvoje, i) strukturni vyznam
aminokyselinového zbytku pro lokdIni konformaci proteinu, nebo iv) selekéni geneticky tlak
genetické zamény v pribéhu evoluce (CADD score). Pro vytvoreni predikéniho algoritmu CADD byly
identifikovany vSechny mozné jednonukleotidové varianty (8,6 miliard). Na zakladé definovanych
kritérii jim bylo pfidéleno skore, které mizZeme rozdélit na raw a scaled. Raw skére je pridéleno
kazdé varianté na zdkladé matematického modelu. Varianty jsou poté sefazeny podle tohoto Cisla
je nasledné generovano podle pofadi variant v raw skére a nabyva hodnot 0 -50. Vypocet je zaloZen
na principu Phred skére plvodné zavedeného pro hodnoceni pravdépodobnosti identifikace
spravného nukleotidu pfi automatickém sekvenovani (kapitola 2.2 na konci). Je-li tedy napfriklad C-
skore = 20, dana varianta se nachazi ve skupiné 1 % nejvice patogennich variant, ¢ili 99% ostatnich
je zarfazeno pod umisténim dané varianty — predikovano jako méné patogenni. Tento algoritmus
objektivné sjednocuje obsah mnoha predikénich ndstrojd (napt. SIFT, PolyPhen, Grantham) v jednu
hodnotu, ¢imZ proces vybirani priorizovanych variant zjednoduluje, avSak kziskani co
nejvérohodnéjsi predikce je zapotrebi rlizné predikéni algoritmy kombinovat. (Kircher et al. 2014).
V soucasné dobé se jedna o nejnoveéjsi variantu v ramci vsech predikénich algoritm. Predikce
dasledku dané varianty ovsem ve skutec¢nosti umozZniuje spiSe priorizaci variant k dalsim analyzam,
nez konecnou identifikaci patogennich mutaci. K definitivnimu potvrzeni charakteru vybrané

varianty je nutné ji dale zpracovat napf. funkéni nebo segregacni analyzou.
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4 Priklad vyuziti technologii NGS pro studium lidskych nador(

Ze struéného Uvodu vyplyva, Ze zakladni charakteristikou vSech nadorovych onemocnéni jsou
poruchy genové DNA, vpodobé somatickych mutaci v genomu nadorovych bunék nebo
hereditarnich predispozi¢nich variant v genomu pacienta/probanda. Z tohoto pohledu lIze
nadorova onemocnéni zaradit mezi nejcastéjsi geneticky podminéné choroby. Charakterizace
pricinnych mutaci na Urovni primarni struktury DNA ma proto v onkogenetice, resp. onkogenomice
nezastupitelnou uUlohu. Geneticka testovani v onkologii Ize rozdélit na analyzy somatickych mutaci
(vznikajicich v pribéhu Zivota pacienta) v nddorové transformované tkani a analyzy dédi¢nych

variant.

Do doby zavedeni sekvenacnich metod NGS byla mutaéni analyza vyuZivana v diagnostice
nadorovych onemocnéni omezena na testovani hlavnich znamych gend (resp. mutaci v nich)

z dlvod( kapacitnich i financnich.

Principy sekvenovani somatickych a hereditarnich variant se nelisi; zdsadni rozdil v pfistupu a
provedeni vlastniho sekvenovani je v ndvrhu pokryti cilové unikatni sekvence (hloubky cteni; viz
kapitola 3). Vyznam sekvenacniho pokryti je zcela zdsadni pro analyzu komplexnich vzork(, kterymi
jsou vzorky genetického materidlu ze smésnych populaci, naptiklad vzorky nadorové tkané. P¥i
jejich analyze Ize predpokladat, ze nadorové burky, tvori pouze malou ¢ast vSech pfitomnych bunék
(¢asto jednotky procent). Pfi dostate¢ném sekvenacnim pokryti (103-10° read(, tzv. "deep
sequencing") lze vsak pomoci NGS zachytit somatické mutace v nadorové transformovanych

bunkach s vysokou spolehlivosti.

4.1 NGS pfi analyze hereditarnich mutaci

Lidsky genom obsahuje asi 25 000 kodujicich gend, z toho prozatim bylo identifikovano asi 150
gend, které maji ve svych mutantnich variantdch zndmou spojitost se vznikem nadorového
onemocnéni (Rahman 2014). Podrobnym studiem téchto predispozi¢nich genl se zabyva
onkogenetika. ProtoZe sekvenovdni celého genomu pfi podezieni na pfitomnost jiZz popsané
mutace v konkrétnim genu by bylo ¢asové i finanéné velmi neekonomické, provadi se vysetreni
pomoci analyzy jednotlivych predispozi¢nich genl. Nejprve dochazi k analyze téch gen, ve kterych
je nejvice ocekavan vyskyt patogenni mutace a postupné se se snizujici pravdépodobnosti provadi
analyzy gen(i nasledujicich. V soucasné dobé se jiz vice vyuziva tzv. panelové sekvenovani (Targeted

cancer sequencing), tedy vysetfeni pouze vybranych skupin genl (region(), které jsou asociovany
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s urcitym nadorovym syndromem pomoci NGS K osekvenovani zadanych gen( slouZi technologie
nazyvana vychytdvani DNA (Sequence Capture) kterda vjednom kroku nabohacuje zvolené
(naptiklad kédujici oblasti) z celé DNA. K nabohaceni dochdzi hybridizaci s jednovldknovymi
oligonukleotidovymi sondami navazanymi na biotinylované kulicky. Ty jsou po hybridizaci
vychytdvany z roztoku magnetickymi kulickami s navdzanym streptavidinem (systém SeqCap EZ
System; vytvoren firmou Nimblegen). Vzhledem ktomu, Ze se sekvenuji pouze Zaddané geny,
sekvenovani umoZnuje hlubsi pokryti atim se zvySuje citlivost ke zjisténi mutantni varianty
(www.nimblegen.com). Toto vysetrfeni vice gen( v jednom kroku s sebou prinasi vyhody, jako jsou

zkraceni doby analyzy a snizeni materialnich naklad( na analyzy.

PfestoZe exom reprezentuje méné nez dvé procenta lidského genomu, pravé v exonech se nachazi
cca 85% vSech zndmych mutantnich variant zpdsobujicich nddorova onemocnéni
(www.sciencemag.org). U sekvenovani exomu je cilem nabohaceni vSech exonl vgenomu
(obycejné je to kolem 30 - 100 Mb, v zavislosti na tom, zda je poZadovano vychytavaniiregulacnich

oblasti gen( i analyza gent kéduijicich také heterogenni regulaéni RNA).

Nejkomplexnéjsi informace o genomu dostaneme pfi tzv. celogenomovém sekvenovani (Whole
genome sequencing). To nam udavd informace o nukleotidovych variantach v kédujicich i
nekddujicich oblastech, delecich, ataké o chromozomalnich prestavbach. Jeho nevyhodou je

ovsem vysoka cena a narocnost na zpracovani ziskanych dat.

4.2 NGS pri analyze somatickych mutaci

Analyzu mutaci v nddorovych lozZiscich komplikuje fakt, Ze naddor neni homogenni strukturou
a mutantni varianty se tedy nevyskytuji v celé populaci jeho bunék. Nadto je pfi analyze dalezité

rozlisit tzv. "driver" a "passenger" mutace (viz kapitola 1).

RozliSeni mutantnich variant v nddorové tkani se dosud provadi Sangerovou metodou, kde je
ovsem k prikazné analyze potfeba mit v analyzované tkani alespori 15-20 % nadorovych bunék,
pfipadné komercné dostupnymi kity. Jejich princip se muze lisit, citlivost jednotlivych pfistupd se
pohybuje mezi péti a jednim procentem pfitomné mutantni varianty. Toto je vyuZivdno zejména
v molekularné-patologické diagnostice pfi identifikaci vybranych zndmych mutaci v genech KRAS,

NRAS a BRAF.
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Pro studium téchto heterogennich nadorovych loZisek jsou vhodné metody NGS, protoze jejich
pouZitim lze vyznamné rozsitit spektrum vySetfovanych variant. Toto cilené sekvenovani je levnéjsi,
umozniuje hlubsi pokryti a jeho pomoci bylo odhaleno nékolik novych mutaci v protoonkogenech

(ERBB4, KDR, FGFR4; Koubkova et al. 2014).

Soucasné je mozno také s prizplsobenim rlzné hloubky sekvenacniho pokryti identifikovat i
minoritné se vyskytujici subklony nadorové populace a podle vysledkl vySetfeni navrhnout
pacientim specifickou lé¢bu a opétovnym sekvenovanim v ¢asovych rozestupech lze vcas

detekovat priznaky mozného relapsu.(Shyr a Liu 2013).

5 Zaver

Sekvenovani nové generace se koncepcné odlisuje od klasickych sekvenacnich postupl paralelnim
sekvenovani tisicl sekvenacnich templat(. Tato strategie tak umozZnuje sekvenovani velmi
komplexnich souborll DNA. NGS sekvenovani prindsi do studia adiagnostiky nadorovych
onemocnéni zcela nové mozZnosti, které vyznamné posunuji nase znalosti onkogeneze i klinickou
aplikovatelnost téchto poznatkd. Umoznuje vySetfovat nejen geny, u kterych byly popsané jasné
patogenni mutace, ale i velké kolekce (panely) predispozi¢nich gend. Pfi vySetfeni somatickych
mutaci v nadorech pak umoznuje odhalit patogenni varianty DNA v raritnich nadorovych

populacich, které by byly pouze obtizné zachytitelné jinymi vySetfovacimi pfistupy.
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