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Abstrakt

Sekvenovani DNA je molekularné geneticka metoda, jejimZ vystupem je uidaj o poradi a druhu
nukleotidti ve vzorku deoxyribonukleové kyseliny (DNA), molekuly nesouci genetickou informaci.
Tento idaj ma casto klicovou hodnotu pro mnoho odvétvi; vyzkum, zdravotnictvi, pramysl,
kriminalistiku a dalSi. Dlouhou dobu byla k sekvenovani pouZivana témér vyhradné metoda vynalezena
Frederickem Sangerem v 70. letech minulého stoleti, ktera vyuZiva upravené nukleotidy, jejichZ
zatazeni do fetézce DNA brani jeho dalSimu prodlouZeni. Syntéza DNA v jejich pFitomnosti da vznik
smési rtizné dlouhych fragmentti, které jsou elektroforeticky rozdéleny podle délky a z vysledného gelu
je odecCtena sekvence. ProtoZe s sebou princip této metody nese jista omezeni (m.j. nizky vykon a malé
sekvenovani. Tyto metody, souhrnné nazyvané sekvenovani nové generace ("next-generation
sequencing" - NGS), vyuzivaji rozlicné technologie k pfekonani limiti Sangerova sekvenovani.

Tato prace pojednava o nejvyznaméjSich NGS metodach a zaméfuje se na moZznosti jejich vyuZiti pri
sekvenovani prestaveb genti pro imunoglobuliny a T-bunécné receptory, coz je oblast se znacnou

klinickou relevanci v oborech jako je imunologie ¢i hematologie.

Klicova slova: sekvenovani nové generace, prestavby genti pro imunoglobuliny a T-bunécné receptory,

masivné paralelni sekvenovani, imunogenetika, sekvenovani DNA



Abstract

DNA sequencing is a molecular genetic method that results in data about sequence and type of
nucleotides present in a given sample of deoxyribonucleic acid (DNA), a molecular carrier of genetic
information. These data are frequently of a crucial value for many fields; research, medicine, industry,
criminalistics or others. During a long period of time almost all the sequencing was performed using a
method invented by Frederick Sanger in the 70's, a technique that uses modified nucleotides that once
incorporated into a DNA strand prevent this from further elongation. DNA synthesis in presence of
such nucleotides leads to a formation of a mixture of fragments of different lenght that are
electrophoretically separated by lenght and the sequence is read from the resulting gel. Since the
principle of this method entails some inherent drawbacks (e.g. low throughput and coverage) a
significant effort is made lately to develop alternative sequencing approaches. These methods
colectively refered to as next-generation sequencing (NGS) use several technologies in order to
overcome the limitations of the Sanger sequencing.

This thesis discusses the most important NGS methods and focuses on their possible application for
sequencing of immunoglobulin and T-cell receptor gene rearrangements, an area of undisputable

clinical relevance for fields like immunology or hematology.

Key words: next-generation sequencing, immunoglobulin and T-cell receptor gene rearrangements,

massive parallel sequencing, immunogenetics, DNA sequencing



1. Uvod

V poslednich nékolika letech je védecka komunita svédkem prudkého rozvoje molekularné genetickych
technologii. Oblasti, ve které je tento prekotny vyvoj obzvlasté patrny, je sekvenovani DNA.
Technologie, umoZiiujici stanoveni presné sekvence nezndmého vzorku DNA, maji za sebou bohatou
historii, sahajici od prvnich experimentti v sedmdesatych letech minulého stoleti az k dneSnim
metodam nové generace. Pravé techniky sekvenovani nové generace ("Next-generation sequencing” -
NGS), alternativné nazyvané techniky masivné paralelniho sekvenovani ("Massive parallel
sequencing" - MPS) znamenaly v pravém slova smyslu prerod v sekvenacnich technologiich. Zatimco
jesté v nedavné dobé existovala prakticky jedina moZnost jak osekvenovat vzorek DNA - pouZit
(postupné vylepSovanou) klasickou (Sangerovu) metodu, dnes je na trhu mnoho platforem, které se 1isi
svymi principy, vlastnostmi a mozZnostmi pouZiti. Soucasné metody jsou pfitom rychle vylepSovany a
mnoho novych metod je vyvijeno, takZe se jakékoliv pokusy o prehlednou sumarizaci NGS technologii
rychle stavaji zastaralymi.

Prehled v soucasnosti dostupnych metod sekvenovani, nastinéni mozného vyvoje novych metod a
popis uplatnéni téchto metod pfi sekvenovani prestaveb genii pro imunoglobuliny a T-bunécné

receptory je tématem této bakalarské prace.



2. Sekvenovani DNA

Sekvenovani DNA je molekularné biologicka metoda, ktera slouZi ke zjiSténi presné sekvence
nukleotidii v daném vzorku DNA. Sekvenovani DNA ma znac¢ny vyznam, a to jak v zakladnim
biologickém a biomedicinském vyzkumu, tak v riznych aplikovanych oborech, jako je in vitro
diagnostika (IVD), forenzni genetika ¢i fylogenetika.

Dlouhou dobu byla k dispozici prakticky jedina cesta, jak zjistit cilovou sekvenci - Sangerova metoda.
Tato metoda byla postupem casu zlepSovana a automatizovana, takZe v moderni podobé pretrvala
dodnes. V soucasné dobé je vsak jiZ na trhu fada alternativnich, obvykle teprve nedavno vynalezenych
platforem, které sekvenovani DNA umoZiuji. Za povSimnuti stoji, Ze zatimco pristroje pro sekvenovani
Sangerovou metodou byly v priibéhu let v riznych podobach nabizeny mnoha riznymi vyrobci, dnesSni
sekvenacni technologie a pristroje na nich zaloZené, jsou jiZ obvykle doménou jediné firmy.

Tato Cast prace si klade za cil podat prehled dnes dostupnych sekvenacnich metod.

2.1 Klasicka (Sangerova) metoda

Jednou z viibec prvnich metod, které umoznily sekvenovani DNA, je metoda vynalezena Frederickem
Sangerem v roce 1977 ve Velké Britanii (Sanger et al., 1977). Tato dnes jiZ klasicka metoda je zaloZena
na principu, ktery v mnohém pripomina prirozeny zptisob syntézy DNA v burikach.

Klicovou ideou Sangerovy metody je pouZiti dideoxynukleotidi (ddNTP), tedy nukleotid,
obsahujicich jako cukernou slozku 2°,3" dideoxyribosu. Zarazeni takového nukleotidu do fetézce DNA

vede k zastaveni syntézy tohoto Fetézce.

2.1.1 Princip metody

Zakladni reak¢ni smés pro Sangerovu sekvenaci je tvorena zkoumanym vzorkem DNA, vyizolovanym
z vhodného zdroje a namnoZenym pomoci PCR, ke kterému jsou pfidany komplementarni primery,
DNA polymeraza, smés vSech ctyf volnych dNTP a v nizké koncentraci také smés vSech ctyf ddNTP,
nesoucich fluorescen¢ni znacku (kazdy druh ddNTP je oznacen fluoroforem emitujicim jinou barvu).
Za vhodnych podminek poté v reakcni smési dojde k syntetické reakci. Molekuly polymerazy postupné
inkorporuji dostupné dNTP do nové vznikajicich vlaken DNA na zaklad€ principu komplementarity
bazi, avSak v momenté kdy do fetézce misto dNTP zaradi ddNTP reakce kon¢i (dideoxynukleotidy
neobsahuji 3" -OH skupinu, potfebnou pro tvorbu fosfodiesterové vazby s nasledujicim nukleotidem).

Metoda pracuje s mySlenkou, Ze pfi obrovském mnoZstvi molekul DNA v reakci, dojde s urcitou



pravdépodobnosti k zastaveni syntézy na kazdém misté retézce. ZjednoduSen€ receno, do nékterého
fetézce se dideoxynukleotid zaradi uZ jako prvni nukleotid, do dalSiho jako druhy a do jiného tfeba az
jako posledni.

Vzniklé dvojvlaknové molekuly jsou opét denaturovany ptisobenim zvysené teploty a pivodni
(templatova) vlakna se ze smési odstrani. Vysledkem syntetické reakce je tudiz smés molekul DNA o
rizné délce, kdy kazda na svém 3" konci nese ddNTP s fluorescenc¢ni znackou (liSici se emitovanou
barvou podle druhu nukleotidu).

Dalsim krokem je separace molekul podle délky. Zatimco ptivodni metoda k tomuto ticelu vyuZzivala
horizontalni elektroforézy na velkoploSnych agarézovych gelech, dnes je davana prednost varianté
kapilarové. Smés je nasata do specialni kapilary, ve které probéhne kapilarni elektroforéza - obdoba
klasické gelové elektroforézy. ProtoZze DNA nese zaporny naboj (zptisobeny zbytky kyseliny fosforecné
v cukr - fosfatové kostie), putuje v elektrickém poli k anodé a po urcitém Case se tak v kapilare
ptisobenim elektrického pole ustavi délkovy gradient molekul DNA. Kratsi tiseky budou umistény blize
k anodé (gelem prochazely rychleji), zatimco s rostouci délkou budou molekuly od anody vzdalenéjsi.
Gelové prostredi v kapilare je pritom navrzeno tak, aby bylo ve vzniklém gradientu mozné rozpoznat
jednonukleotidové rozdily v délce molekul (je tedy dostatecné zfetelné, Ze skupina molekul o délce
napt. 32 nukleotidti doputovala bliZe k anodé nez molekuly o délce 33 nukleotidii atp.).

Gel je nasledné po jednotlivych vrstvach ozafovan laserem. ProtoZe molekuly DNA na svych 3"
koncich nesou ddNTP s fluorescen¢ni znaCkou, emituji po ozareni svétlo urcité vinové délky (liSici se
podle druhu nukleotidu na 3" konci), toto svétlo je snimano detektorem a vznikly signal pocitacové
zpracovan. Z barvy, kterou dana skupina molekul vyzari, je zjiSténo, ktera baze tvori 3~ konec molekul
dané délky. JestliZe je tedy gel cten napf. od anody ke katodé (od nejkratSich molekul po nejdelsi), je
mozné primo odecitat sekvenci DNA.

Jednotlivé kroky Sangerovy metody jsou schematicky znazornény na obr. 1.
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obr. 1 - Schéma sekvenace DNA Sangerovou metodou
Zdroj : "Sanger-sequencing" by Estevezj - Own work. Licensed under Creative Commons Attribution-Share Alike 3.0 via Wikimedia
Commons - http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Sanger-sequencing.svg#mediaviewer/File:Sanger-sequencing.svg. 16.11.2014

2.1.2 Technicka realizace

Pristroje pro sekvenaci DNA Sangerovou metodou jsou dnes nabizeny firmou Life Technologies jako
tzv. zlaty standard. Firma nabizi pristroje mnoha velikosti a zakaznik ma tudiZ moZnost si vybrat
vhodny pristroj s ohledem na poZadovany vykon a zamyslené vyuZiti. Pristroje se 1iSi poCtem
sekvenacnich kapilar, mnozstvim vzorkd, které je mozno zpracovavat naraz, mirou automatizace,
cenou za osekvenovanou megabazi a samoziejmé také rozmeéry ¢i spotfebou energie. VSechny tyto
parametry je tfeba pred nakupem sekvenatoru zvazit.

Platformy, nabizené firmou Life Technologies, jsou prehledné shrnuty na obr. 2.
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Figure 1. Comparison of performance, throughput and cost of Applied Biosystems™ Genetic Analyzers.
Table 1. Features and specifications of Applied Biosystems® Genetic Analyzers

3500/3500xL

3730/3730x!

3130/3130x1

Mumber of capillaries 1 & [3130), 16 [3130x() B [3500), 2& [3500xL) 4B [3730), 96 [3730x1
Mumber of dyes 5 5 & 5

Capillary array length [em) 47, 61 22, 34, 50, BOD 34*, 50 34, 50

RFID Ma Ma Yes Ma

Palymer type

Sample capacity

POP" CAP, POP-4", POP-6"

1-96 sample tubes

POP"CAP, POP-4", POP-6", POP-7"  POP-4, POP-4", POP-7"

2 sample plates [96- or 384 -well| 2 sample plates [94- or 384 -well)

POP™CAP, POP-&",POP-7"

16 sample plates [94- or 38L-well)

Hands-free automation 24 hours 24 hours 24 hours 4B hours
Integrated plate stacker Ma Ma Ma Yes
Availability ** MNew ar refurbished Upgrade or refurbished Mew Mew or refurbished
3écm capillary arrayis only used for HID applications on POP-4™.
Ava ¥ instruments varies throughout the year, please contactyour sales repfor details.

obr. 2 - prehled pfistroja pro sekvenovani DNA Sangerovou metodou
Zdroj : http://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/brochures/brochure-ab-genetic-analyzers.pdf. 16.11.2014

2.1.3 Vyuziti metody

I pres soucCasny rozmach metod NGS je Sangerova metoda stale zakladem genetického vySetfovani,
predevsim diky své rychlosti a cenové nenarocnosti, ale také zasluhou dlouhé délky cteného useku (tzv.
"read") - okolo 800 bp. Uplatiiuje se v diagnostice znamych mutaci, de novo sekvenovani i dalSich

aplikacich. Sangerovy metody je také mozné vyuzit pro validaci vysledki NGS metod (Judkins
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et al., 2015).

2.2 Sekvenovani principem Roche 454

Firma 454, ktera se nedlouho po svém zaloZeni stala dcefinou firmou diagnostické divize spolecnosti
Roche, uvedla v roce 2005 jako prvni na trh platformu umoziujici sekvenovani nové generace.
Pristroje od 454 jsou zaloZeny na principu pyrosekvenovani, ktery umoZziiuje zjistit hledanou sekvenci

DNA pomoci luciferazové enzymatické kaskady (Ronaghi, 2001).

2.2.1 Princip metody

Metoda, vyuZzivand pristroji firmy 454, je zaloZena na detekci pyrofosfatu (PP;), ktery vznika jako
vedlejsi produkt pri zaclenéni nukleotidu do Fetézce DNA. Uvolnény pyrofosfat je enzymem ATP
sulfurylazou preménén na ATP, které je spolu s luciferinem substratem pro enzym luciferazu.
Luciferaza oxiduje luciferin na excitovany oxyluciferin, ktery pfi prechodu do zékladniho stavu
uvoliuje fotony viditelného svétla. Ty jsou systémem CoCek sméfovany na citlivy CCD detektor, ktery
opticky signal prevede na elektricky a zesili jej. Reakce, tvorici luciferazovou enzymatickou kaskadu,

jsou shrnuty na obr. 3, schéma jednoduchého zafizeni umoZziujiciho pyrosekvenaci ukazuje obr. 4.

Polymerase
(NA),, + Nucleotide > (NA),,, + PPi
ATP sulfurylase
PPi + APS —> ATP + SO *
o Luciferase
ATP + Luciferin + O, » AMP + PPi + Oxyluciferin + CO, + Light

obr. 3 - Luciferazova enzymaticka kaskada. APS = adenosinfosfosulfat
Zdroj : (Ronaghi, 2001)

X-Y drive Positioning

Reagent cassette Inkjet delivery

Mixing and thermostat

Microtiter plate

Lens array Light collection

CCD-camera Detection

obr. 4 - Schéma pyrosekvenacniho zarizeni
Zdroj : (Ronaghi, 2001)
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Vystupem z pyrosekvenatoru je graf intenzity detekovaného svétla v zavislosti na poctu pridanych

nukleotidt (tzv. pyrogram - obr. 5), z néhoZz je mozné odecist sekvenci bazi ve zkoumaném fetézci.

A 4G T 2G C 3T 4G 2T G C A G2T ' G

2 min

A G TC AGTCAGTTZ CAGTTGCAGTT CAGTTC A G
obr. 5 - Pyrogram
Zdroj : (Ronaghi, 2001)

e |
0.5/pmol

Jak je z vySe uvedeného patrné, cely proces pyrosekvenace se obejde bez fluorescencné znacenych
primert ¢i nukleotid®i, odpada rovnéz nutnost provadét elektroforetickou separaci vzniklych molekul.
To s sebou nese zjednoduSeni a zlevnéni celé metody. Kvili chemiluminiscen¢ni povaze vznikajiciho
svétla ale neni mozné zvysit intenzitu signalu napf. pouzitim vykonnéjsich laserti, jako je tomu u metod
pracujicich s fluorescenci (Ronaghi, 2011). S intenzitou vznikajiciho svétla také souvisi asi
sekvenovani delSich homopolymernich usekt (sekvenci DNA, tvorenych pouze jednim druhem
nukleotidu). Mnozstvi uvolnéného zareni pri zarazeni vice stejnych nukleotidi totiZ nartista linearné
jen do 5. - 6. nukleotidu homopolymeru a v tsecich delSich nez je tato hranice mtize mit
pyrosekvenacni metoda problém urcit, kolik presné nukleotidii se vlastné do fetézce inkorporovalo.
Problémy se sekvenovanim homopolymernich dseki jsou ovSem typické i pro jiné NGS metody a proto

se intenzivné pracuje na jejich softwarové kompenzaci.

2.2.2 Technicka realizace

Proces sekvenace na pristrojich firmy 454 sestava z nékolika krokd.

Na zacatku je zkoumany vzorek DNA rozdélen na kratké fragmenty (o délce v rozmezi 50 - 900 bp),
cehoZ se dosahne nebulizaci - "rozpraSenim" vzorku aplikaci stlaceného plynu. Na fragmenty jsou
posléze navazany dva typy kratkych (44 bp) molekul DNA , které se nazyvaji sekvenacni adaptory.

Adaptory jsou dvou typi, A a B, které se kromé sekvence od sebe lisi také tim, Ze adaptor B je na 5

14



konci biotinylovan. Po navéazani adaptort jsou dvojvlaknové molekuly alkalicky denaturovany a
jednovlaknové fragmenty DNA s navazanymi adaptory tvori tzv. sekvenacni knihovnu. Za pomoci
adaptort je poté kazdy fragment prichycen na mikroskopickou, streptavidinem obalenou magnetickou
kulicku, jejiZz povrch je pokryt velkym mnozstvim kratkych usekti DNA komplementarnich k témto
adaptortim. V dalsi fazi je fragment, pfichyceny na kulicce, amplifikovan pomoci tzv. emulzni PCR
(emPCR). Jde o amplifika¢ni metodu, pfi které jsou ke kulickdm s navazanymi fragmenty ptidany
reagencie, potiebné pro PCR a specificka smés olejli. Specialné navrZzenym procesem tfepani je
nasledné docileno vytvoreni miniaturnich bublinek okolo kazdé kulicky (vznikaji tzv. mikroreaktory).
V kazdé bublince poté probéhne potfebny pocet reakénich cykla a kulicky se postupné obali kopiemi
pivodniho fragmentu. Kdyz je DNA amplifikovana, jsou mikroreaktory rozbity ptisobenim
isopropylalkoholu a kulicky umistény na destiCku s drobnymi jamkami (tzv. PicoTiterPlate), pod kterou
je umistén detekcni systém, tvoreny soustavou cocek a citlivou CCD kamerou. Diky velikosti kulicek a
pruméru jamek je zaruceno umisténi pravé jedné kulicky do kazdé jamky. Ke kulickdm s DNA
templaty se jeSté pridavaji dalsi kulicky, nesouci na svém povrchu enzymy, potfebné pro
pyrosekvenacni reakci - ATP sulfurylazu a luciferazu. V desti¢ce probiha samotna sekvenacni reakce,
ktera se sklada z cyklicky opakovanych déji - zaliti desticky roztokem s jednim druhem nukleotidu,
detekce pripadné vzniklych signalti a odmyti nezafazenych nukleotid (Margulies et al., 2005). Pribéh

sekvenace na pristrojich Roche 454 vyobrazen na obr. 6.

15



Roche (454) GSFLX Workflow:
Library construction Emulsion PCR PTP loading

Eﬂ_ \ \ N s S

Y

Y
'

Lf\r

; L
", ) s
€ B] BY /B
Signal image
’
- J
g o9 Polymerase
r ,‘ . ¢ ‘.‘..
""l:} Y
o > llll![T!IiI\I\Hl!T
i 3 2\ Annealed
- o \ | primer
‘-J.'r Sulfurylase
Luciferase L“C"e””
DNA capture bead
containing millions
of copies of a single
clonally amplified nght + Oxy Luciferin
fragment
Pyroseguencing reaction TRENDS in Genetics

obr. 6 - schéma sekvenace pfistroji Roche 454
Zdroj : (Mardis, 2007)

Sekvenatory, zaloZené na popsaném mechanismu, nabizi firma Roche 454 ve dvou provedenich. Vétsi
pristroj, GS FLX+ dokaZe zpracovavat az 1 000 000 reads na jeden béh a je tedy urcen spiSe pro vétsi
laboratore, pracujici na rozsahlejSich projektech. "Benchtop" varianta, GS Junior je naopak urcena

prevazné pro pouZiti v mensich laboratorich a na klinickych pracovistich.

2.2.3 Vyuziti metody

Diky schopnosti tvorby pomérné dlouhych reads jsou pristroje Roche 454 pouZitelné pro de novo
sekvenovani (vCetné sekvenovani celych genomt - napf. bakterialnich), uplatnéni nalézaji rovnéz pri
transkriptomovém sekvenovani ¢i v metagenomickych aplikacich. GS FLX+ i GS Junior rovnéz
umoziuji tzv. amplikonové sekvenovani, tedy sekvenovani predem pripraveného PCR produktu bez
nutnosti amplifikace. Vyhodou této platformy je také jeji rychlost - cela sekvenacni reakce zabere
pouhych 10 hodin. Nevyhodou Roche 454 ziistava cena reagencii, dlouhy Cas pripravy béhu a zvySena
chybovost v homopolymernich usecich delSich nezZ 6 bazi (Glenn, 2011, Liu L et al., 2012).

Ackoliv byla pouZitelnost sekvenacnich feSeni firmy Roche 454 prokazana mnoha publikacemi,

pristroje se nakonec neukazaly jako dostatecné konkurenceschopné na trhu NGS technologii a firma
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oznamila ukonc¢eni podpory Roche 454 platformy ke konci roku 2016.

2.3 Applied Biosystems SOLiD

Pristroj od firmy Applied Biosystems (ABI), soucasti konsorcia Life Technologies, byl predstaven v

roce 2007 a je zaloZen na sekvenovani ligaci.

2.3.1 Princip metody

Sekvenovani na platformé SOLiD (Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection) je v
uvodnich krocich podobné pyrosekvenovani, samotna sekvenace se vSak vyrazné lisi. Namisto
sekvenovani syntézou, které nalézame u pristroji Roche 454 (ale i u dalSich NGS technologii), je tento
systém zaloZen na sekvenovani ligaci kratkych nukleotidovych oligomerti.

V prvnim kroku dochazi k tvorbé sekvenacni knihovny. Sekvenovany vzorek DNA je fragmentovan na
kratké useky a k fragmentiim jsou z obou stran pridany odlisSné sekvenacni adaptory (P1, P2).
Nasleduje amplifikacni reakce, ktera se opét uskuteciuje pomoci emulzni PCR. Fragmenty knihovny
jsou smichany s 1 pm velkymi, magnetickymi kuliCkami, jejichZ povrch je pokryt kratkymi
oligonukleotidy, komplementarnimi k jednomu typu sekvenacnich adaptori (napr. k P1). Do smési jsou
pridany reagencie, potebné pro PCR, vSechny komponenty se po priliti specialniho oleje emulsifikuji
trepanim a za potiebnych podminek probéhne amplifikace fragmentt, analogicky Roche 454 metodé.
Dalsi krok se nazyva "bead-enrichment" a spociva v selekci kulicek, na kterych skutecné doslo k
amplifikaci. Selekce se dosahne pouZitim jiného druhu kulicek, které na svém povrchu nesou
oligonukleotidy, komplementarni k adaptoriim P2. K témto kulickam se tedy navazou pouze kulicky s
amplifikovanou DNA (protoZe pouze ty nesou P2 adaptor). Vzniklé agregaty se poté separuji od zbytku
smési a nasledné jsou kulicky s fragmenty oddéleny od nosnych kulicek. Timto zptisobem se vyrazné
zvysuje vytéZek amplifikacni reakce.

Na "bead-enrichment" navazuje faze, ktera spociva v kovalentni vazbé kulicek s fragmenty na
sklenénou desticku. Aby toto bylo mozZné, je pred navazanim upraven 3" konec molekul DNA na
kulickach. Kuli¢ky jsou na desti¢ce ndhodné rozmisténé, pricemz kazda desticka miZe byt tvofena
jednim, ¢tyfmi nebo osmi policky pro vazbu kulicek. Desticka je nasledné umisténa do sekvenatoru.
Do reakcni smési je poté pridana DNA ligasa a smés specialnich, fluorescen¢né oznacenych oktamert.
Oktamery jsou tvoreny tfemi degenerovanymi nukleotidy na 3" konci, dvéma specifickymi nukleotidy
na pozicich 4 a 5 a znovu tfemi univerzalnimi nukleotidy na 5" konci. 5" konec oktamert také nese

jeden ze Ctyt druht fluorescencnich znacek. Platforma SOLiD vyuziva unikatni systém barevného
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kédovani, ktery se nazyva "two base encoding", nebot’ stejnym fluoroforem je vZidy oznacena ctvefice
part bazi (napf. modra barva kéduje dvojice AA, TT, CC a GG).

Samotna sekvenace sestava z péti cykld a kazdy cyklus je tvoren sedmi ligacnimi kroky. Sekvenacni
reakce zacina vazbou univerzalnich sekvenacnich primert, komplementarnich k adaptortim,
ohranicujicim sekvenované fragmenty DNA. V prvnim cyklu je k univerzalnimu primeru na zakladé
principu komplementarity hybridizovan vhodny oktamer, ktery posléze DNA ligasa pripoji k
sekvenac¢nimu primeru. Po ligaci nasleduje odecteni fluorescenc¢ni znacky a ta je poté spolu s
poslednimi tfemi nukleotidy na 5" konci odStépena. Na volny 5” konec hybridizuje dalSi oktamer a cely
krok se opakuje. KdyZ probéhne vSech sedm ligac¢nich krokd, je zahajen dalsi cyklus sekvenace, ktery
zacina tzv. resetovanim vlakna, pfi némz je celé vlakno denaturovano a doposud hybridizované tiseky
odmyty. Na uvolnény templat je znovu hybridizovan sekvenacni primer, tentokrat vSak o jednu pozici
bliZe k 5" konci sekvenovaného fetézce. Cely cyklus hybridizaci, ligaci a detekce fluorescence se znovu
opakuje (McKernan et al., 2009).

Sekvenace konc¢i po péti cyklech a z principu metody je tedy patrné, Ze délka readu je u platformy
SOLiD 35 bazi, ackoliv tuto zakladni délku je moZné prodlouZzit.

Kroky, zahrnuté v sekvenaci systémem SOLiD spolu s barevnym kédovanim shrnuje obr. 7.
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obr. 7 - Sekvenace ligaci pristroji SOLiD a principy barevného kédovani vyuzivaného témito pristroji.
Zdroj : (Mardis, 2007)

2.3.2 Technicka realizace

Firma Applied Biosystems dnes nabizi pristroj 5500 W Series Genetic Analyzer, ktery oproti svym
predchiidctim poskytuje vyrazné rychlejsi a levnéjsi sekvenaci. Vyuziva totiZ tzv. Wildfire technologii,
diky niZ pfistroj pro sviij béh nepotiebuje Zadné kulicky a amplifikace probiha primo na sekvenacni
desticce procesem zvanym template walking. Tato technologie také zahrnuje zvySenou hustotu vzorkd
na desticce (> 500 000), délka readu pfitom dosahuje aZ 75 bazi. VétSi varianta pristroje, 5500 x1 W,
rovnéz umoziuje zpracovavat dvé desticky nardz, cozZ pfinasi dalsi tisporu Casu a prostredkl. V
soucCasné dobé je pristroj schopen za jeden béh nashromézdit aZ 160 Gb (320 Gb u xI varianty),
osekvenovat az 18 exomi (36 u xl varianty) ¢i 12 transkriptomi (24 u xI varianty).

Platforma SOLiD nema Zadnou "benchtop" variantu ani mensi verzi standardniho pfistroje.
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2.3.3 Vyuziti metody

Hlavni prednosti systému SOLiD je jeho vysoka presnost, které je dosaZeno specifickym zptisobem
kodovani bazi ("two base encoding™). Diky nému je kazda baze Ctena dvakrat a po prirazeni k
referencni sekvenci je tak snadno mozné odliSit pravy SNP (zdména obou barev oproti referencni
sekvenci) od chyby v sekvenovani. Platforma SOLiD tak naléza uplatnéni pfi celogenomovém

resekvenovani a sekvenovani transkriptomu ¢i malych RNA (Liu L et al., 2012).

2.4 Ton Torrent by Life Technologies

Kromé pristrojii pro sekvenovani Sangerovou metodou a platformy SOLiD, nabizi spolecnost Life
Technologies jesté treti typ sekvenatord, zaloZzeny na polovodicové technologii, ptivodné vyvijené

firmou Ion Torrent, ktera presla pod Life Technologies v roce 2010.

2.4.1 Princip metody

Sekvenovani na platformé Ion Torrent je zaloZeno na doprovodném jevu prirozené syntézy DNA,

kterym je uvolnéni protonu (H") pfi tvorbé fosfodiesterové vazby béhem p¥ipojovani nového
nukleotidu do fetézce DNA. Jde o prvni metodu sekvenace DNA, ktera se zcela obejde bez optickych
komponent ¢i chemicky modifikovanych nukleotidt nebo jinych specialnich reagencii. Pokud je do
vznikajiciho fetézce polymerazou zaclenén dalsi nukleotid, je toto doprovazeno odStépenim
vodikového iontu, coZ vyvola zménu (sniZeni) pH okolniho roztoku. Zména pH, ktera je imérna poctu
zarazenych nukleotidli, miiZe byt registrovana a prevedena na zménu napéti. Pokud soucasné vime,
ktery ze ¢tyr nukleotidi byl pritomen v roztoku v dobé inkorporace, miiZzeme ze zmén pH (a tedy i

napéti) odvodit sekvenci zkoumané DNA.

2.4.2 Technicka realizace

Priibéh sekvenace u pristrojti Ion Torrent sestava z nasledujicich krokd.

Prvnim krokem je tvorba sekvenacni knihovny. Vzorek DNA je fragmentovan na molekuly o délce 100
-160 bazi a na kazdy fragment jsou ligovany forward a reverse adaptory. Proces pokracuje amplifikaci
knihovny prostfednictvim emPCR. Molekuly, tvorici knihovnu, jsou smichany s 2 pm akrylamidovymi
kulickami, jejichZ povrch je pokryt kratkymi oligonukleotidy o sekvenci komplementarni k jednomu ze
sekvenacnich adaptorti. DNA knihovna je amplifikovéana v olejové emulzi, podobné jako u jinych NGS

systému a navazuje na ni "bead-enrichment", vyuzivajici magnetické kulicky. Amplifikovany templat je
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poté doplnén o sekvenacni primery spolu s DNA polymerazou a sekvenovan.

Sekvenacni reakce probiha v mikroskopickych komtrkéach na povrchu specialné navrzeného
polovodicového Cipu. Kazda komiirka, do které se vejde pravé jedna kulicka, ma na svém dné vrstvu
citlivou na zménu pH. Tato vrstva, obsahujici oxidy tantalu, odpovida na zménu pH roztoku zménou
vlastniho elektrického potencialu. Pod pH citlivou vrstvou se nachazi vrstva polovodicovych
tranzistorti (ISFET - ion-sensitive field-effect transistor) ktera zménu potencialu zesili a prevede k
dalsimu zpracovani na elektronické sou¢ésti lezici mimo ¢ip. Cip je v cyklech napliiovéan vzdy jednim
druhem nukleotidt, pripadna zména pH je odectena a nezarazené nukleotidy odmyty pufrem, ktery
zaroven ustali pH na vychozi hodnoté (Rothberg et al., 2011). Schéma sekvenovani pristroji Ion Torrent

je na obr. 8 vlevo, vpravo je fotografie sekvenacniho Cipu.

Metal-oxide-sensing layer
‘Sensor plate

Floating
metal gate AV
" e
Bulk Drain Source —=To column
Silicon substrate receiver

obr. 8 - Princip polovodicového sekvenovani (vlevo) a sekvenacni Cip (vpravo).
Zdroj : (Rothberg et al., 2011)

Pristroje, zaloZené na popsané metod€, nabizi firma Life Technologies ve dvou variantach. Mensi
pristroj se nazyva Ion PGM (Personal Genome Machine) a je opét urcen spiSe pro mensi laboratore ¢i
klinicka pracovisté. Velmi vhodny je napriklad pro identifikaci mikrobidlnich patogenti nebo k
amplikonovému sekvenovani paneli vybranych genti, napf. v diagnostice znamych mutaci u nadort
nebo dédicnych onemocnéni (Beadling et al., 2013). Vétsi pristroj, lon Proton je v souCasné
konfiguraci schopen sekvenovat dva lidské exomy najednou a nalezne proto uplatnéni na pracovistich
provadéjicich komplexni genetickou diagnostiku. Oba pristroje maji odliSny design a pouZivaji jiné

sekvenacni Cipy (viz. obr. 9), ale pracuji na stejném principu a pouZivaji stejny zptisob zpracovani dat.
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obr. 9 - Pfistroje Ion Torrent s pfisluSnymi sekvenac¢nimi ¢ipy
Zdroj : http://www.genomics.cn/uploadfile/cms/image/20130717/ion%20torrent%202_932.png. 16.11.2014

2.4.3 Vyuziti metody

Sekvenatory Ion Torrent podporuji aplikace jako de novo sekvenovani, transkriptomové sekvenovani ¢i
cilené resekvenovani, moznosti pouZziti téchto pristroju jsou vsak jesté Sirsi. Diky nizké pofizovaci i
provozni cené (pfistroje jsou zaloZeny na béZné polovodicové technologii a nevyzaduji pro sviij béh
zadné specidlni reagencie) je technologie Ion Torrent dostupna pro Siroké spektrum pracovist. Vykon
pristrojt (a tedy cenu za jeden béh) je navic mozné prizptisobit potiebé konkrétniho pokusu - volbou
vhodného sekvenacniho ¢ipu (Loman et al., 2012).

Asi nejvétsi nevyhodou sekvenatort, zaloZenych na polovodicové technologii, ztistava zvySena
chybovost v homopolymernich usecich (typicka i pro pristroje 454). Pristroje Ion Torrent rovnéz nejsou

priliS vhodné pro sekvenovani velmi A-T bohatych genomi (Quail et al., 2012).

2.5 INlumina

Kalifornska spolecnost Illumina, diive zndma predevsim pro svoje produkty z oblasti technologii
zaloZenych na microarrays, jako je genotypizace SNP nebo studie genové exprese, vstoupila do svéta
sekvenovani DNA v roce 2007 zakoupenim firmy Solexa. [llumina pfevzala princip sekvenovani

syntézou (SBS - Sequencing By Synthesis) vyvijeny Solexou a implementovala jej do svych pristroju.
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2.5.1 Princip metody

Sekvenovani syntézou pristroji Illumina je zaloZeno na modifikované syntéze DNA, ktera je provadéna
cyklicky po jednom nukleotidu. V cyklu jsou k syntetizovanému vlaknu pridany reagencie - DNA
polymeraza a specialné upravené nukleotidy, které maji reverzibilné zablokovany 3" konec, takze
neumoznuji polymeraci. Do vznikajiciho vlakna se tudiZ zaradi pravé jeden nukleotid (na zakladé
principu komplementarity s templatovym vlaknem). Modifikované nukleotidy navic na svém 3" konci
nesou fluoresencni znacku, charakteristickou pro kazdou bazi. V. moment€, kdy je do nascentniho
fetézce inkorporovan komplementarni nukleotid, je vzorek ozaren laserem a vznikla fluorescence
odectena. Nasledné se ze 3" konce Fetézce, spolu s fluorescencni znackou, odstrani blokujici skupina,
jsou pridany dalSi reagencie a probiha novy cyklus.

Diky tomu, Ze jsou do reakce pridavany vSechny ctyfi druhy nukleotidii najednou, jsou oproti jinym
metodam mnohem vzacné€jsi pripady, kdy je do fetézce zarazen nespravny nukleotid (tzv.
misincorporation). V reakci totiz dochézi k pfirozené kompetici nukleotidl o vazebné misto
polymerazy a je tudiZ vyssi Sance, Ze bude polymerazou zarazen pravé komplementarni nukleotid.
Dalsi vyhodu s sebou nese syntéza vlakna po jednom nukleotidu, diky niZ by (teoreticky) nemély nastat
Zadné problémy v homopolymernich tsecich, charakteristické pro jiné metody vyuZivajici sekvenovani

syntézou.

2.5.2 Technicka realizace

Sekvenovany vzorek DNA je nejprve transposasou fragmentovan na kratké tiseky, opatfené
adaptorovymi oligonukleotidy, odliSnymi pro 3" a 5 konce. Adaptory jsou dale upraveny a vysledné se
skladaji ze tri usekil - smérem od konce molekuly k sekvenovanému tseku DNA jde o tdsek
komplementarni k oligonukleotidu na povrchu reak¢ni desticky (tzv. "flow cell"), Index pro
multiplexovani vzorki (typ 1 nebo 2) a jeden ze dvou typt mist pro uchyceni sekvenacniho primeru.
Dvojvlaknové tseky s ligovanymi adaptory jsou posléze denaturovany a jednotliva vlakna uchycena na
povrch reakcni desticky na zakladé komplementarity k jednomu ze dvou druhti oligonukleotidd,
kterymi je povrch desticky pokryt. Na desticce poté dochazi k mnohonasobnému namnoZeni vldken
(aby mohla pozdéji slouZit jako templaty pro sekvenacni reakci) v procesu nazvaném miistkova
amplifikace ("bridge amplification"). Ke kazdému vlaknu je nejprve dosyntetizovan komplementarni
fetézec, priCem? jako primer pro syntézu je vyuZivan oligonukleotid, ukotveny na povrchu reakcni

desticky, ktery je komplementarni k adaptoru. Takto vznikla dvojvlaknova molekula je denaturovana a
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volny konec uchyceného vlakna spojen s komplementarnim oligonukleotidem na povrchu desticky (s
opacnym druhem oligonukleotidu nez v prvnim kroku). Vznika tak mastek, ktery umoziuje syntézu
komplementarniho vldkna. Tento krok se v procesu mistkové amplifikace mnohokrat zopakuje a na
povrchu desticky tak dojde k vytvoreni tzv. "clusters" - shluki identickych molekul. ProtoZe jsou ale
clusters tvoreny jak vldkny s pivodni sekvenci ("forward strands") tak vlakny se sekvenci k forward
strands komplementarni ("reverse strands"), je na Uplny konec amplifikace zafazen krok spocivajici v
odmyti reverse strands. Volné konce forward strands jsou blokovany proti nechténé hybridizaci s
oligonukleotidy na povrchu desticky.

KdyzZ je dokoncena amplifikace, prichazi na fadu samotné sekvenovani. Do sekvenacni reakce jsou
pridany primery, komplementarni k primer-vazebné casti 3" koncového adaptoru (tedy k adaptoru na
volném konci vlaken). Polymeraza poté dosyntetizuje komplementarni fetézec v procesu sekvenace
syntézou a béhem syntézy je odectena sekvence prvniho readu. Nasyntetizovany produkt je odmyt a k
vlaknu je hybridizovan Index 1 primer, ktery se vaZe na druhy typ primer-vazebného mista. Index 1 je
pak stejnym zptisobem osekvenovén a vznikly produkt rovnéz odmyt. 3" konec vlakna je nasledné
odblokovan a hybridizovan k druhému typu oligonukleotidu ukotvenému na povrchu desticky, ktery je
k nému komplementarni (opét tedy vznikne muistek). JelikoZ na misto, komplementarni k povrchovému
oligonukleotidu, bezprostfedné navazuje Index 2, je tento osekvenovan a sekvenacni produkt znovu
odmyt. Nasledné je polymerazou dosyntetizovano celé druhé vlakno miistku. Dvojvlaknova molekula
je poté denaturovana a ptivodni vlakno odmyto, takZe v reakci ziistava pouze reverse strand. K tseku,
ktery je komplementarni k sekvenacnimu primeru (tentokrat druhého typu), se navaze prislusny primer
a stejnym zptisobem jako v pfipadé prvniho readu je precten i druhy read (Syed et al., 2009, Bentley et
al., 2008). Pripravnou fazi sekvenace pristroji Illumina zobrazuje obr. 10.

Po sekvenaci nasleduje analyza dat, kterd umoziiuje provést identifikaci prectenych reads na zakladé
sekvenacnich indexti a ze vzniklych dat je vytvorena cilova sekvence, kterou je mozné nasledné
porovnat s referencni sekvenci za tCelem nalezeni sekvencnich variant ve zkoumaném vzorku.
Spektrum pristrojt, nabizené spolecnosti Illumina, zahrnuje platformy s riznym vykonem. Nejmensim
pristrojem je MiSeq, mala "benchtop" platforma vhodna pro cilené sekvenovani a sekvenovani malych
genomu. Illumina rovnéz nabizi variantu MiSeqDx, NGS sekvenator urceny pro klinickou diagnostiku,
ktery jako prvni ziskal certifikat FDA. Prostfednim pristrojem z hlediska velikosti i vykonu je
platforma NextSeq, nabizejici vyuZiti v exomovém sekvenovani a dalSich aplikacich. NejvétSim z

nabizenych pristroji je HiSeq, ur¢eny svym vykonem a velikosti do laboratofi, zamérenych na
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sekvenovani ve velkém rozsahu. Fotografie vSech tfi platforem jsou na obr. 11.
Kromé téchto tii béZnych pristroji nabizi Illumina také platformu HiSeq X Ten, coZ je soubor deseti
pristroji HiSeq. Toto feSeni umoZziuje provadéni téch nejvétsich sekvenacnich projektt a jako prvni na

trhu NGS technologii nabizi osekvenovani lidského genomu za cenu mensi neZ 1000 dolart.
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1. PREPARE GENOMIC DNA SAMPLE 2. ATTACH DNA TO SURFACE 3. BRIDGE AMPLIFICATION

N,

Adapters
Rendomiy fragment genomic DNA Bind single-stranded fragments randomiy to ~ Add unlabeled nudectides and enzyme to
and Lgate adapters ta bath ends of the the inside surface of the flaw cell channels. initiate solid-phase bridge amplification.
fragments.
4. FRAGMENTS BECOME DOUEBLE 5. DENATURE THE DOUBLE-STRANDED &. COMPLETE AMPLIRICATION
STRANDED MOLECULES
- '\-\' v - = “~

5 P N p = P
The enryme incorporates nudectides to Denaturation lesves single-stran ded Several milion dense dusters of double-
buld double-stranded bridges on the solid- templates anchored to the substrate. siranded DNA are generated in each channel
phase substrate. of the flow cell.

Obr. 10 - Priprava sekvenace na platformé Illumina
Zdroj : http://seqanswers.com/forums/images/content/ilmn-step1-6.jpg. 21.4.2015
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2.5.3 Vyuziti metody

Diky kvalitni technologii a Sirokému spektru nabizenych feSeni nalézaji pristroje spolecnosti Illumina
uplatnéni prakticky ve vSech aplikacich souvisejicich s NGS, pocinaje de novo sekvenovanim, pres
sekvenovani transkriptomu ¢i cilené resekvenovani az napriklad po metagenomicky vyzkum. Pro svoje
vyhodné vlastnosti je platforma Illumina v soucasné dobé lidrem trhu s NGS technologiemi a jeji

pristroje nalezneme v mnoha riiznych laboratofich po celém svété (Glenn, 2011, Quail et al., 2012).

obr. 11 - Sekvenatory spolecnosti Illumina. Zleva : MiSeq, NextSeq a HiSeq.
Zdroj : http:/res.illumina.com/images/home/_v2/updated_ngs_section_v3.jpg. 16.11.2014

2.6 Dalsi soucasné NGS metody a slibné metody ve vyvoji

......

Jejich pfistroje ale zpravidla nejsou tolik rozsifené (popfipadé se viibec neprodavaji), nebo jsou
zaméfeny pouze na jednu urcitou aplikaci. Z firem, které vyrabi méné zastoupené NGS systémy se
zminim o Pacific Biosciences, Complete Genomics a Oxford Nanopore.

Spolecnost Pacific Biosciences (PacBio) vyrabi pristroje PacBio RS II, které jsou zaloZeny na
technologii nazvané SMRT (single molecule real time). Tato technologie je jednou z metod
sekvenovani syntézou a spociva v real-time sledovani tvorby DNA fetézce z fluorescen¢né oznacenych
prekurzori. Sekvenacni reakce probiha v mikroskopickych jamkach na povrchu reakéni desticky,
nazvané SMRT Cell. Tyto jamky, pojmenované "zero-mode waveguides" (ZMW) maji nepatrny objem
(20 zeptolitri - tedy 2x10%°1) a jemu odpovidajici rozméry (v desitkach nanometri). Jejich dno je
tvoreno prisvitnym materidlem a pod SMRT Cell jsou umistény zdroj svétla a detektor fluorescence.
Sekvenovani je zprostfedkovano molekulou DNA polymerazy, ukotvenou na dné kazdé ZMW. Kdyz
polymeraza syntetizuje vlakno DNA, je ozafovana zdrojem svétla a fluorescence z kazdého zafazeného

nukleotidu je odecitana v realném case (Eid et al., 2009).
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ProtoZe metoda produkuje velmi dlouhé reads, dosahujici i nékolika desitek tisic bazi, je s vyhodou
pouZzivana pro de novo sekvenovani. Uplatnéni ovSem miZe najit napfiklad i pfi studiu epigenetickych
modifikaci DNA (Quail et al., 2012, Flusberg et al., 2010).

Kalifornska firma Complete Genomics oproti tomu ve svych sekvenatorech implementuje variantu
sekvenovani ligaci, nazvanou DNA nanoball sequencing. Sekvenovana DNA je nejprve fragmentovana
a kazdy fragment je namnozen metodou zvanou "rolling circle replication". Z jednotlivych fragmentt
tak vzniknou dlouhé vldkna DNA, obsahujici stovky kopii ptivodni sekvence. Vlakna jsou posléze
sbalena do podoby malych kulicek ("DNA nanoballs") a uchycena k drobnym ploSkam (tzv. "sticky
spots™) na povrchu specialniho kfemikového Cipu. Sekvenovani samotné je provadéno technikou
nazvanou Combinatorial Probe-Anchor Ligation (cPAL), spocivajici v ligaci kratkych, fluorescen¢né
oznacenych oligonukleotidi (Drmanac et al., 2009).

Complete Genomics zastava v porovnani s ostatnimi NGS vyrobci ponékud netradi¢ni zptisob
poskytovani svych technologii. Namisto distribuce pfistrojt a reagencii pfimo do vyzkumnych ¢i
klinickych zafizeni firma od klientli pouze ptijme vzorky DNA, které jeji zaméstnanci sami osekvenuji
ve vlastnim sekvenac¢nim centru v Kalifornii a klienti obdrZi jen vysledky sekvenace.

Metoda jiz byla vyuZita napriklad k celogenomovému a transkriptomovému sekvenovéani nadori plic
(Liu J et al., 2012).

Pokrok v oblasti NGS ovSem s dnesnimi technologiemi neskon¢il. Rada firem pracuje na vyvoji
novych metod sekvenovani, zaloZenych na odliSnych pristupech. Mezi metody ve fazi vyzkumu patii
napriklad sekvenovani s vyuZzitim biologickych pért (nanopérové sekvenovani). Tento princip pouziva
napr. firma Oxford Nanopore, ktera v roce 2014 predstavila miniaturni pristroj MinION o velikosti
prenosného USB disku. Tento pfistroj je v souCasnosti testovan prvnimi uZivateli, vyhodou by méla byt
velka délka reads, nevyhodou je podle prvnich zprav zna¢na chybovost ¢teni (Goodwin et al., 2015).
Budoucnost ukaze, zda nékteré z téchto novych metod nabidnou dostatecné kvality a prosadi se mezi

zavedenymi NGS platformami.
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3. Vyuziti NGS metod pri detekci prestaveb gena pro Ig a TCR

3.1 Uvod do problematiky vyvoje antigen-specifickych receptorti T a B lymfocyti

Imunoglobuliny (Ig) a T-bunécné receptory (TCR) jsou molekuly s klicovym vyznamem ve fyziologii
imunitniho systému. Jejich spole¢nym jmenovatelem je rozpoznavani antigenu, at’ uz v nativni formé
(Ig) nebo v komplexu s MHC glykoproteiny (vétSina TCR).

ProtoZe je mnoZstvi moZnych antigennich struktur zavratné a jejich variabilita znacna, musi byt
podobné obsahly i repertoar antigenné specifickych receptorii. Mechanismy, kterymi je tohoto

dosaZeno, budou stru¢né popsany.

3.1.1 Vznik imunoglobulina

Imunoglobuliny (protilatky) jsou antigenné specifické receptory lymfocyti B. Molekula
imunoglobulinu mé schematicky tvar pismene "Y" a je tvorena dvéma téZkymi (IgH) a dvéma lehkymi
(IgL) fetézci, které jsou drZzeny pohromadé prostrednictvim disulfidovych vazeb. RozliSujeme pét typti
tézkych fetézct (a, v, 6, €, 1) a dva typy lehkych Fetézcti (k, A) a plati, Ze jednu molekulu tvori dva pary
fetézct stejného typu (tedy napr. dva tézké fetézce typu p a dva lehké fetézce typu A). Pfitomnost
konkrétniho typu téZkého fetézce urcuje prisluSnost daného imunoglobulinu k jedné z péti tFid (tzv.
izotypt - IgA, IgG, IgD, IgE a IgM). Tézké fetézce se v zavislosti na tfidé, ke které nalezi, skladaji ze
Ctyr nebo péti soudeckovitych domén (kaZda o velikosti cca 110 - 120 AA), lehké fetézce maji podobné
velké domény dvé. N-koncové domény tézkych i lehkych fetézcii se oznacuji jako variabilni (ostatni
domény jsou tzv. konstantni) a nesou antigen-vazebna mista, charakteristicka vysokou variabilitou.
Riiznorodosti antigen-vazebnych mist imunoglobulinti je dosaZeno specifickymi procesy provazejicimi
jejich vznik. Geny, kédujici téZké retézce, jsou lokalizovany na chromosomu 14, kde tvori genovy
komplex. Tento komplex nese na 5” konci nékolik desitek segmentt nazyvanych V ("variability"),
nasledovanych nékolika desitkami tisekt D ("diversity") a nékolika segmenty J ("joining"), 3"~ konec
komplexu obsahuje geny pro konstantni Casti tézkych retézci (C).

Variabilni domény tézkych fetézci vznikaji v procesu tzv. V-D-J rekombinace, kdy jsou jednotlivé
genové useky nahodné preskupovany specializovanymi enzymy na zakladé charakteristickych kratkych
sekvenci, které segmenty ohraniCuji ze 3" i 5" konce. V-D-J rekombinace probiha soucasné na obou
chromosomech.

Prvnim krokem tvorby IgH je vysStépeni tiseku mezi nékterym D segmentem a nékterym J segmentem
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(D-J preskupeni) a toto je nasledovano vyStépenim useku mezi nékterym V segmentem a D-J
segmentem vzniklym v pfedchozim kroku (V-DJ preskupeni). JiZ touto rekombinaci je dosaZeno
znacné variability, kterd je jeSté umocnéna dvéma mechanismy. Prvni zvySeni variability je zptisobeno
nepresnym odstfizenim konct vystépenych segmenti béhem D-J i V-DJ rekombinace, druhé vznika
ndhodnym prodlouZenim téchto koncti enzymem terminéalni deoxynukleotidyltransferazou, ¢imz
vznikaji tzv. N-segmenty. Jako prvni se tvori tézZké fetézce typu y, protoZe C, segment leZi v genovém

komplexu nejbliZe 5° konci. Schéma tvorby tézkych Fetézcti ukazuje obr. 12.
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Obr. 12 - Prestavby genovych segmenttl zahrnuté ve vyvoji tézkych fetézcti imunoglobulint.
Zdroj : Detekce prestaveb genti pro imunoreceptory u akutni lymfoblastické leukémie a u zdravych krevnich bunék. Disertacni prace.
MUDr. Eva Frorikova (2006)

Jakmile dojde na jednom chromosomu k tispéSnému preskupeni genti, je preskupovani na druhém
chromosomu zastaveno (tomuto jevu se Fika alelicka exkluze), produkt rekombinace je prepsan do
mRNA a jsou vystépeny oblasti vzniklé prepisem intronti. Takto vznikly tézky fetézec se docasné
asociuje s tzv. nahradnimi L fetézci (WL) a cely tento komplex je spolu se signalizacnimi proteiny

CD79a a CD79 vystaven na povrchu pre-B lymfocytu. Usp&$na exprese tohoto tzv. pre-B receptoru je
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pro buriku signalem k zahdjeni preskupovani genti pro lehké fetézce.

Lehké fetézce jsou kddovany genovymi komplexy na chromosomu 2 (Igk) respektive 22 (IgA) a jejich
struktura se podoba genovym komplexiim IgH, chybi zde vSak D segmenty. Tvorba lehkych Fetézcti
zaCina rekombinaci segmentti k, kde dochazi k vystépovani segmentti mezi nékterym V a nékterym J
segmentem tak dlouho, neZ vznikne produkt, ktery je po prepsani do polypeptidu schopny asociovat s
téZkym Tetézcem (typu p) a dat tak vznik kompletnimu povrchovému IgM, schopnému nahradit pre-B
receptor. Pokud dojde k uspésnému preskupeni segmentti k na jednom chromosomu, je preskupovani
na druhém chromosomu zastaveno alelickou exkluzi. JestliZe neni moZné ani na jednom chromosomu
ziskat preskupovanim k segmentt funkcni produkt schopny asociace s IgH, je zahéjeno preskupovani
segmentid A. KdyZ neni tispé$né ani to, pre-B lymfocyt umira. Expresi povrchového IgM se pre-B

lymfocyt méni v nezraly B lymfocyt.

3.1.2 Vznik T-bunécnych receptort

Receptory lymfocytt T jsou, podobné jako imunoglobuliny, tvoreny dvéma fetézci, propojenymi
disulfidovou vazbou. Rozezndvame dva typy TCR: TCR typu aff (majoritni typ) a TCR typu y6
(obvykle vyrazné méné zastoupeny typ). TCR [ a TCR 6 obsahuji D segmenty a jsou tedy obdobou
IgH, TCR o a TCR y jsou sloZeny jen z V a J usekt a v tomto se tudiZ podobaji IgL.

Usporadani genovych segmentt, které TCR koduji je analogické imunoglobulintim a velmi podobné

probihé také preskupovani téchto segmentti (iCastni se jej i stejné enzymy).

3.2 Dosavadni metodiky detekce prestaveb Ig/TCR

V-(D)-J genova rekombinace, popsana vyse, probiha v kazdém B respektive T lymfocytu individualné,
diky ¢emuzZ je v organismu vytvareno velké mnozstvi lymfocyti s riznou specifitou. Tato skutecnost je
podstatou antigenné specifické imunitni odpovédi. Pfirozena skladba T respektive B lymfocytt v
organismu je tedy vysoce polyklondlni a prevazujici vyskyt jednoho lymfocytarniho klonu miize byt
znamkou probihajiciho lymfoproliferativniho onemocnéni.

Pouzitim vhodnych metod je mozné prestavby genti pro variabilni domény Ig respektive TCR

detekovat a ziskat tak klinicky cenné informace s Sirokymi moZnostmi vyuZiti.

3.2.1 Detekce klonality

Nejprve se provadi amplifikace zkoumanych Ig/TCR segmentti, obvykle pomoci screeningového

panelu multiplexni PCR cilené na kombinace jednotlivych rodin V a J segmentt. V klinické praxi se
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nejcasté€ji pouZzivaji systémy popsané skupinou BIOMED-2 zahrnujici kompletni a nekompletni (D-J)
prestavby IGH (tézkého fetézce imunoglobulinii), IGK (lehkého fetézce imunoglobulini typu kappa),
IGL (lehkého Fetézce imunoglobulinti typu lambda), TCRD (fetézce T-bunécného receptoru typu delta),
TCRG (fetézce T-bunécného receptoru typu gamma) a TCRB (fetézce T-bunécného receptoru typu
beta) (van Dongen et al., 2003). Analyza PCR produktti na obycejném agarosovém gelu ale nepoda
jasnou informaci o klonalité vzorku, protoZe vysledné produkty maji velmi podobnou velikost. Proto se
pouZziva tzv. analyza heteroduplexti na polyakrylamidovém gelu.

Princip heteroduplexové analyzy spociva v ohftati, které zptsobi denaturaci PCR produktti, nasledném
ochlazeni a analyze na polyakrylamidovém gelu. Pokud jsou vSechna vlakna ve vzorku dokonale
komplementarni (tzn. vzorek je monoklondlni pro jedinou sekvenci Ig nebo TCR), vytvori spolu tzv.
homoduplex, jestliZe spolu paruji jen v nékterych tsecich, dojde naopak k vytvoreni tzv.
heteroduplexu. Smés dvojvlaknovych fragmentt je nasledné elektroforeticky analyzovana. Vzhledem k
proto v ném za stejnou dobu doputuje dale neZ heteroduplex. Analyzou vysledného média (gelu) je tak
mozné zjistit, zda je sekvence monoklonalni, oligoklonalni (vice mensich klonii) nebo polyklonalni
(Bottaro et al., 1994, Langerak et al., 1997). Analyza klonality se stala nedilnou soucésti diferencialni
diagnostiky zejména lymfoproliferativnich onemocnéni ze zralych lymfocyta. Jeji vysledek je ovSem

nutné vZdy posuzovat s ohledem na zavéry patologického a klinického vySetteni.

3.2.2 Detekce minimalni rezidualni nemoci (MRN)

Terminem minimalni rezidualni nemoc oznacujeme stav hematoonkologického pacienta po provedené
1é¢bé (chemoterapii, radioterapii, HSCT ¢i jiné), kdy v pacientové téle stale pretrvavaji zbytkové
nadorové buriky. Monitorovani MRN dava specialistim Sanci sledovat dal$i vyvoj onemocnéni a v
pripadé potreby vcas pristoupit k adekvatnimu 1écebnému postupu. Hodnota MRN je tudiZ vyznamnym
prognostickym markerem, a proto se jejimu stanoveni vénuje znacna pozornost (van Dongen et al.,
1998, Fronkova et al., 2008).

V ptipadé stanovovani MRN u akutni lymfoblastické leukémie (ALL) doposud prevazovalo pouZiti
pritokové cytometrie (FC) a alelové specificka oligonukleotidova PCR (ASO-PCR). Vyhodnoceni dat
z pritokové cytometrie je ovSem velmi narocné na odbornou uroven pracovnikii a nedosahuje takové
senzitivity jako ASO-PCR, ktera je sice citlivéjsi, ale velmi pracna (vySetfeni je tfeba navrhnout na

miru kaZdému pacientovi). Ani jedna z téchto metod navic téméf neumoZiuje sledovat zmény v
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zastoupeni jednotlivych leukemickych klonti v pribéhu 1é¢by, coZ miiZe vyustit ve faleSné negativni

vysledek. (Faham et al., 2012)

3.2.3 Analyza imunitniho repertoaru

Repertoar prestaveb lymfocytt Ize stavajicimi metodami analyzovat pouze nepfimo, podle rozlozZeni
délek usekii naamplifikovanych pomoci PCR, které by u fyziologickych vzork mélo byt priblizné
Gaussovské. K tomu se pouZiva metoda Immunoscope/Spectratyping, vyuZivajici mRNA izolovanou z
lymfocytd, ktera je po prepsani do cDNA amplifikovana pomoci PCR. Primery, pouzité pri amplifikaci,
sekvencni variabilitou v ramci variabilnich domén Ig/TCR. Tato metoda ovSem neposkytuje informaci

o nukleotidové sekvenci danych tsekt. (Pannetier et al., 1995)

3.3 Prinos sekvenovani nové generace pro studium prestaveb Ig/TCR

Metody masivniho paralelniho sekvenovani daly imunologickému vyzkumu zcela novy rozmeér.
ProtoZe umoziiuji soucasné zpracovani velkého mnozstvi vzorkd, neni s jejich pouZitim problém
analyzovat znacnou Cast antigenné specifického repertoaru jednotlivct i skupin subjektt. V nasledujici

kapitole prace strucné pojedna o nékterych doposud publikovanych studiich z dané oblasti.

3.3.1 Vyuziti NGS metod ve vyzkumu fyziologickych prestaveb Ig/TCR

S pouZitim masivniho paralelniho sekvenovani byla zavedena technologie, umoZiujici sekvenovani
variabilnich tsekd tézkych a lehkych fetézcti imunoglobulinii (a také aff fetézcti TCR), které zaroven
zachovava informaci o parovani téchto retézcti. Vzhledem k tomu, Ze skutecna diverzita B- a T-
bunécnych receptort se skryva pravé v téchto parech, spiSe nez v jednotlivych variabilnich
monomerech, naleznou tyto udaje, které nebylo mozné ziskat aplikaci dosavadnich postupd, jisté
vyuziti v dalSim vyzkumu antigenné specifickych receptorti B- a T-lymfocytti a mohou byt prospésné
napriklad pro vyvoj klinicky vyuzitelnych protilatek (DeKosky et al., 2013).

NGS technologie prispély rovnéz k poznani, Ze nékteré varianty TCR[ fetézce u CD8+ T lymfocyti se
vyskytuji vyrazné castéji nezZ jiné. Konkrétné se jedna o fetézce, které obsahuji kratké N-tuseky
(sekvence nukleotidii, které se nachazeji mezi V a D resp. D a J segmenty a jejichZ tvorba je
katalyzovana enzymem terminalni deoxynukleotidyl transferazou), t.j. N-tiseky o délce kratsi nebo
rovné Sesti nukleotidiim. Bylo rovnéz zjisténo, Ze pfi tvorbé {3 fetézcti TCR jsou preferovany urcité V a

J segmenty a celkové tak vyplyva najevo, Ze antigenné specifické repertoary jedinct v populaci jsou si
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mnohem podobnéjsi, neZ se predpokladalo drive (Robins et al., 2010).

Vyzkum v oblasti Ig/TCR prestaveb, vyuZivajici metod sekvenovani nové generace, byl zaméten i na
prestavby TCRp v souvislosti s procesem, kdy se dana buiika stava bud’to off T lymfocytem nebo y6 T
lymfocytem ("of/yé commitment"). Vysledky ukazuji, Ze zatimco geny pro TCRy fetézec se preskupuji
pred aff/y6 prechodem, geny pro 3 fetézec prochazeji preskupovanim azZ po rozhodnuti, Ze se burika
vyvine v o T lymfocyt. Tento objev mtiZe dostat praktického vyuZiti napriklad pri sledovani MRN u
hematologickych malignit, kdy na zakladé n€j budou jako sledovany cil pouZity prestavby v genech
kodujici fetézec TCRYy, nebot’ ty jsou (narozdil od prestavénych genti pro TCR[3) pFitomny u naprosté
vétSiny leukemii ¢i lymfomt (Sherwood et al., 2011).

Jednim z vyzkumnych smért, pro které bude NGS patrné velkym prinosem, je studium zmén v
imunitnim systému, provazejicich starnuti organismu. V pozdéjSich etapach Zivota je u zkoumanych
osob moZné pozorovat sniZeni schopnosti reagovat na nové antigenni podnéty (dokladem toho je nizka
odpovidavost na vakcinaci a zvySena nachylnost k infekcim), spojené se zvySenym vyskytem
nezadouci imunitni aktivace (nartist hladiny autoprotilatek a zanétlivych mediator). Vyzkum téchto
zmeén je zatim v pocatcich, vyuZiti NGS jiZ vSak pomohlo nastinit jeho mozné budouci smérovani

(Boyd et al., 2013).

3.3.2 NGS v problematice transplantaci

Vyzkum v této oblasti byl zaméten prevazné na vyvoj novych technik, umozZiujicich efektivnéjsi
sledovani posttranslacni obnovy repertoaru TCR. Jedna z novych metod, ktera kombinuje RACE PCR
(jeden z druhii polymerazové fetézové reakce, vyuZzivajici reverzni transkripci) s masivnim paralelnim
sekvenovanim (konkrétné Roche/454), prispéla k lepSimu pochopeni vyvoje repertoaru TCR3 u
pacientil po transplantaci kmenovych bunék krvetvorby (HSCT). Pacienti byli sledovani jak v Case
(odbéry krve v riiznych casovych bodech po transplantaci), tak s ohledem na pouZitou metodu
transplantace (konvencni HSCT, pupecnikova krev, periferni krev zbavena T-lymfocyti), zvlastni zfetel
byl také kladen na souvislost postransplantacniho vyskytu GVHD s vyvojem TCRJ, ¢i na vliv
systémového podani steroidii na tento vyvoj. Byl tak ziskan informativni obraz vyvoje TCR[3
repertoaru dotycnych osob, a tato metoda tudiZ miiZe nalézt uplatnéni v klinické praxi pri sledovani
pacientti po transplantaci kmenovych bunék krvetvorby (van Heijst et al., 2013).

Jind studie, zamétend na sledovani TCRf repertoaru po transplantaci HSC odhalila, Ze mnoZzstvi klont

T-lymfocyti preziva transplantaci a nékteré z nich se kratce po provedené HSCT mnoZi a pomahaji
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bojovat s infekcemi. Vysledky této prace jisté podniti dalsi vyzkum v této oblasti, jehoZ cilem by mohla
byt tiprava lé¢ebnych rezimt u pacientti vyzadujicich transplantaci, ktera bude zohlediiovat dtileZitost
zachovani téchto lymfocytarnich klonti (Mamedov et al., 2011).

DalSi technologie, vyuZivajici NGS, byla vyvinuta pro sledovani vyvoje repertoaru T-bunécnych
receptorti po transplantaci solidnich organti. Castou komplikaci transplantaci solidnich organti jsou
virové infekce (mimo jiné infekce lidskym cytomegalovirem - CMV), které mohou byt aZ Zivot
ohrozujici. Technika vyuZiva PCR amplifikace TCR[ tseki lymfocytarni genomické DNA a jejich
nasledného sekvenovani na platformé Illumina, a nabizi tak mozZnost sledovat virové specifické klony
T-lymfocytd, coz prinasi klinicky cenné udaje, které mohou poslouZit pro tipravu 1écby kazdého
konkrétniho pacienta, napriklad pokud by hrozila reaktivace viru, spojena s rizikem pro danou osobu

(Dziubianau et al., 2013).

3.3.3 Sekvenovani nové generace v souvislosti s vyzkumem a lécbou autoimunitnich onemocnéni

Vyzkum v oblasti studia autoimunitnich chorob cilil naptiklad na podobu repertoaru T-bunécnych
receptort pii revmatoidni artritidé. Védci srovnavali klonalitu periferni krve a synovie postiZenych
kloubii s vyuZzitim sekvenacni platformy Roche/454 a z vysledki plyne, Ze ackoliv krev i synovie
obsahovaly polyklonalni populaci T-bunék, byla v synovialnich vzorcich patrna prevaha nékolika
vysoce zastoupenych klond. Vysoce zastoupené klony byly nejpocetnéjsi v synoviich pacientti s
pocinajici revmatoidni artritidou, pfi déletrvajicim onemocnéni jejich podil klesal. Zajimavosti také je,
Ze populace vysoce zastoupenych klonti si byly navzajem velice podobné mezi jednotlivymi
postiZenymi klouby, nikoliv vSak jiZ mezi klouby a periferni krvi. Kloubni prostiedi tak zfejmé
predstavuje urcitou "niku", ktera je vyuZivana k preferencni proliferaci urcitych T-lymfocytarnich
klonti. (Klarenbeek et al., 2012).

Jind studie byla zaméfena na objasnéni stavu TCR repertoaru u pacientd trpicich riznymi formami
aplastické anémie. Vyzkumny tym ustanovil novou metodu nazvanou NGS-spectratyping, ktera
kombinuje PCR amplifikaci TCRB na urovni RNA (cDNA) a NGS na platformé Roche/454 a vyvinul
také software pro analyzu ziskanych dat. Tato nova metoda je schopna rychle a presné urcit diverzitu T-
bunécnych klonti ve sledovaném vzorku (s ohledem na senzitivitu vyznamné predci standartni
spectratyping) a s jejim vyuZitim mohli autofi m.j. vysledovat sniZzenou komplexitu repertoaru T-
lymfocytéarnich receptorti u pacientti s variantami aplastické anémie v porovnani se zdravymi

kontrolami. (Krell et al., 2013).
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3.3.4 Prinos masivné paralelniho sekvenovani pro studium hematologickych malignit

Pozornost védeckych tymd, které zkoumaly mozné vyuziti NGS pfi diagnostice a 1é¢bé nadorovych
onemocneéni krve, byla predevSim soustfedéna na hledani novych metod sledovani MRN, které by
dokazaly obejit nékteré nedostatky dosavadnich postupti.

Snaha o odstranéni problémi, zminénych vySe (kap. 3.2.2) vedla k navrhu techniky, zaloZené na
amplifikaci Ig/TCR prestaveb leukemické DNA pomoci univerzalnich primerti a nasledném
sekvenovani ziskanych vzorkti pomoci masivné paralelniho sekvenovani (konkrétné technologii
LymphoSIGHT firmy Sequenta, ktera je zaloZena na platformé Illumina). Tato metoda byla testovana
na mnozstvi vzorkil a porovnavana s dosavadnimi pristupy. Z vysledki vyplyva, Ze nova technika
dosahuje senzitivity 10 (tzn. je schopna nalézt jednu leukemickou buiiku ve vzorku o milionu
lymfocytt - vykazuje tedy citlivost o jeden fad vyssi neZ ASO-PCR a o dva fady vyssi nez pritokova
cytometrie) a navic je velmi spolehliva, coZ spolu s moznosti sledovani klonalni evoluce v pribéhu
1é¢by a univerzalnim pouzitim (odpada nutnost ptizptisobovat vySetfeni na miru jednotlivym
pacientiim) naznacuje, Ze by se u pacientii s ALL mohla prosadit jako hlavni metoda pro sledovani
MRN (Faham et al., 2012).

Technologie LymphoSIGHT byla testovana i v dalsi studii, ktera se opét zabyvala srovnanim ASO-
PCR a NGS, tentokrat u tfi riznych nemoci odvozenych od B-lymfocyti (ALL, lymfomu z plastovych
bunék (MCL) a mnohocetného myelomu (MM)). Diagnostickym cilem byly klonalné specifické
prestavby tézkého Fetézce imunoglobulint (IgH). Vyzkumny tym také v tomto pripadé dospél k
podobnym zavérim: NGS ma alesporii srovnatelnou citlivost jako ASO-PCR a diky univerzalnimu
pouZiti predstavuje perspektivni diagnosticky nastroj (Ladetto et al., 2014).

Pro vyzkum kvantifikace MRN u chronické lymfocytarni leukémie (CLL) bylo zvoleno pouZiti
sekvenacniho pristupu, zaloZeného na technologii 454. Ta poskytuje ve srovnani s jinymi metodami
sekvenovani syntézou dlouhé reads (viz vySe) a autofi studie navic vyvinuli vlastni bioinformatické
nastroje, schopné kompenzovat nékteré jeji slabé stranky (m.j. pomérné bézné inzerce, delece Ci
substituce v oblastech delSich homopolymernich dseki). Védci srovnavali vysledky stanoveni MRN
pomoci sekvenovani nové generace, ASO-PCR a priitokové cytometrie u celkem 28 vzorki od Sesti
pacientti po transplantaci HSC. Sledovanym objektem byly rekombinované tiseky IgH a to opét s
vyuZitim univerzalnich primerd. Zavéry prokazaly vysokou senzitivitu NGS metody (10°), jejiz
vystupy navic solidné korelovaly s vysledky ASO-PCR (avSak uzZ méné s vysledky FC). Podobné jako

jiné metody detekce MRN, vyuZivajici NGS, prinasi i tato pfidanou hodnotu v podobé moZnosti
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sledovat vyvoj zastoupeni lymfocytarnich klont v pribéhu 1é¢by. PouZiti univerzalnich primert navic
usnadiuje rozsireni této techniky a tak z jejich prinosti budou snad moci tézit jak pacienti s CLL, tak i
nemocni trpici jinymi chorobami s vyskytem klonalné-specifickych prestaveb imunoreceptorovych

gentl (Logan et al., 2011).
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4. Zaver

Z vysSe uvedeného je patrné, jak rozsahly dopad ma a urcité i nadale bude mit masivné paralelni
sekvenovani na podobu moderni molekularni genetiky. Ustavicny vyvoj v této oblasti s sebou kromé
novych technologii, zlepSovani presnosti, usnadnéni obsluhy a dalSich pozitiv nese rovnéz sniZovani
ceny sekvenovani. Jistym meznikem v tomto ohledu byla hranice 1000$ za kompletni osekvenovani
jednoho lidského genomu, kterou se v nedavné dobé podarilo prolomit firmé [llumina. Jde o tspéch,
ktery je moZna prvnim krokem na cesté k obdobi personalizované mediciny, kdy bude celogenomové
sekvenovani pacientii béZné. Tento mocny diagnosticky nastroj pfinese fadu novych moznosti, s jeho
pouZzitim bude vSak zajisté spojena velika zodpovédnost. Pfedevsim vzhledem k nékterym etickym
aspektiim by se totiZ mohl velmi snadno stat dvojsecnou zbrani a je tedy jisté dilezité, aby se prislusni
odbornici v predstihu zacali touto problematikou zabyvat.

V ramci studia preskupovani gend pro variabilni useky imunoreceptorti prineslo NGS jak vylepSeni
soucasnych metod stanovovani MRN, tak rovnéz nezanedbatelné objevy v jinych oblastech. Lze
ocCekavat, Ze vzhledem k rapidnimu vyvoji na poli sekvenacnich technologii, budeme v nedaleké

budoucnosti moci sledovat dalsi klicovy pokrok.
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