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Abstrakt

Cilem prace je vytvorit piehled dnes dostupnych metod analyzy genové exprese, uvést
vyhody a nevyhody danych metod a porovnat je. Sekvenovani je dnes jedna
Z nejpouzivangjSich molekularnich metod. Sekvenovaci metody se daji rozdé¢lit na tfi skupiny,
sekvenovani prvni generace, druhé generace a tfeti generace. Nejvice vyuzivanymi jsou
metody sekvenovani druhé generace. Avsak velky potenciadl ma 1 tfeti generace, u které se

ztraci dalezitost amplifikace vzorku pomoci PCR.

Diky klesajicim nakladim a stoupajici efektivité se ale rapidné zvySuje i mnozstvi dat.
Rostou tak naroky na datova ulozisté, vykon pocitaci a dimyslnost softward, které velmi

usnadnuji zpracovani ziskanych informaci.

Abstract

The main task of this work is create review today’s available methods for gene
expression analysis, introduce advantages and disadvantages of this metods and compare
them. Nowadays sequencing is one of the most usable molecular methods. Sequencing
methods are divided to three groups, a first generation sequencing, a second generation
sequencing and a third generation sequencing. The most useful are the second generation
sequencing. However, the third generation sequencing have a big potencial too. It is not

necessary amplificate samples using PCR thanks them.

Amount of data raises rapidly, thanks decreasing costs and increasing efficiency.
Demands on data starage, computers output are growing. And softwares for data analysis are

much clever than ever before.
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Seznam zkratek
dNTP

A GCT

ddNTP

PCR

cDNA

SSCDNA

dscDNA

APS

ATP

SMRT

ZMW

NK

deoxynukleotidtrifosfat
adenin, guanin, cytosin, tymidin
dideoxynukleotidtrifosfat

polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)

komplementarni DNA (complementery DNA)

jednotetézcova komplementarni DNA (single-stranded
complementary DNA)

dvoufetézcova komplementarni DNA (double-stranded
comlementary DNA)

adenosin-5-fosfosulfat

adenosintrifosfat

Single Molecule Real Time sequencing (sekvenovani
molekuly v realném case)

Zero-Mode waveguide (jamky snimajici excitaci nukleotidu
pfi syntéze komplementarniho fetézce k templatu v metodé

Pacific Biosciences)

nukleova kyselina



Uvod

Od pocatku sekvenovani do soucasnosti bylo objeveno mnoho metod. Sangerova
metoda sekvenovani pomoci terminalnich nukleotidii se oznacuje jako metoda sekvenovani
prvni generace, dalsi techniky uz spadaji do sekce sekvenac¢nich metod nové generace. Ty se
dale déli na druhou generaci, sem patii Roche 454, Illumina a SOLiD metody, a tfeti generaci,
kam se tfadi techniky Ion Torrent, Pacific Biosiences s moznosti sekvenovani jedné buiky
v realném Case (tzv. SMRT, Single Molecule Real Time sequencing) a Oxford Nanopore, coz
je revolu¢ni novinka z roku 2012. Do tieti generace také spada metoda Helicos, ale t¢ se
nebude tato prace vénovat, protoze velice malo pouzivand, diky vysokym ndkladim, avSak

jeji presnost dosahuje téméi sta procent.

V posledni dobé doslo také k enormnimu rozmachu tzv. masivnich paralelnich
sekvenacnich technik, které jsou zaloZzeny na enormnim zmnozeni DNA, rozdéleni
do fragmentu a jejich osekvenovanim, to v§e ve velmi malych objemech. Diky tomu jsou tyto
metody levnéj$i, rychlejsi a presnéjsi. Umime uz osekvenovat nejen genom, ale
| transkriptom, proteom, epigenom, dokonce jsme schopni nalézt i metylovana mista
v genomu bunky. Tato prace je vSak zaméfena na sekvenovani transkriptomu. Pfiblizi dnes
nejCastéji pouzivané metody, jejich vyhody a nevyhody a struéné¢ poukdze na moznost

analyzy genové exprese ziskanim genomu pouze z jedné buiiky.



Historie

Pocatek sekvenovani sahda uz do 60. let minulého stoleti, kdy M. Beer se svymi
spolupracovniky zjistili, ze jednotlivé baze v DNA se daji oznacit slou¢eninami uranu, diky
kterym jsou poté dobie viditelné v elektronovém mikroskopu (Zobel & Beer, 1961).
Tato metoda vSak méla zna¢né nevyhody. Jednou z nich bylo nekompletni znaceni, Casté

vypadky zptsobovaly posun ¢teciho ramce.

Nekolik let na to byla objevena nova metoda, které se fikalo plus a minus. Respektive
to byly dvé metody a jejich objeviteli byli F. Sanger a A. R. Coulson (Sanger & Coulson,
1975). Ob¢ metody byly zaloZzené na syntéze DNA fetézce. Podstatou plus metody bylo
postupné degradovani DNA fetézce T4 DNA polymerazou V pfitomnosti jednoho
z deoxyribonukleotidtrifosfatu (ANTP). Polymerazy v buiice mivaji vétSinou vice aktivit,
nejznaméjs$i je syntéza nového fetézce podle templatu. Tyto enzymy mohou fetézec
I degradovat, tomu se fika exonukleazova aktivita ve sméru 5°->3‘. Pokud nejsou V jejim
okoli nukleotidy, které by mohla dopliovat do nového fetézce nebo mé pred sebou nékolik
nukleotidii dlouhy fragment hybridizovany s templitem (napfiklad primery navazané
na DNA), polymeraza se ptepne a za¢ne postupné nukleotidy odstépovat. Dalsi je aktivita
opravna, opé€t se nazyva exonukleazova, ale tentokrat je ve sméru 3‘->5°. Pfi syntéze nového
fetézce je polymerdza schopna detekovat v nékolika poslednich nové nasyntetizovanych
nukleotidech chybu, odstépit vSechny nukleotidy i s tim chybnym a zacit opét syntetizovat
novy fetézec jiz se spravnou bazi. V piipadé plus metody je vyuzito nejen schopnosti
polymerazy syntetizovat nové fetézce ale i je degradovat. Do roztoku s polymerazou a DNA
je pfidan pouze jeden z nukleotidd, tudiz u polymerazy ptevlada degradacni aktivita, dokud
v§ak nenarazi na misto, kam by mél byt zafazeny ptidany prekurzor. Poté piepne Svoji
aktivitu a za¢ne prekurzor neustale dopliovat. Minus metoda byla opacnd, roztok obsahoval
vSechny dNTP az na jeden. Pti syntéze komplementarniho fetézce k templatu se fetézec vzdy
prodlouzil jen do toho nukleotidu, ktery chybél. V obou metodach vznikaly rtizné dlouhé
fetézce, které se po ukonceni reakce rozdélily pii elektroforéze. Velikou nevyhodou byla

enormni spotfeba enzymu a prekurzort.

O rok pozdgji ptisel W. Gilbert a A. M. Maxam s jinou metodou sekvenovani, které se
jinak také fika ,,chemicka metoda®“ (Maxam & Gilbert, 1977). Principem je specifické §tépeni
vV sousedstvi urCitych nukleotidd. Pro Stépeni byly vyuzity enzymy Stépici pouze
za guanosinem nebo cytosinem. Pro adenin a tymidin nebyly nalezeny zadné specifické
restriktazy, ale byly nalezeny ty, které §tépi za adeninem (A) a guanosinem (G), respektive
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cytosinem (C) a tymidinem (T). Pokud se tedy na elektroforetickém gelu rozdé€lili fragmenty a
Vv sloupci restriktazy $tépici za G a A byl prouzek a ve vedlejSim sloupci pro enzym Stépicim
za G byl také prouzek, znamenalo to, ze na daném misté fetézce se nachazi G, pokud
v druhém sloupci prouzek nebyl na této pozici se nachazel A. Stejné pravidlo platilo i pro C a
T. Nevyhodou této metody byla jeji pracnost a znacnd toxicita pouzitych chemikalii, navic

nebylo mozné sekvenovat piilis dlouhé molekuly DNA.

Nejvice pouzivanou se ale stala jind sekvenovaci metoda. Autory byli opét F. Sanger a
A. R. Coulson spolu s S. Nicklenem (Sanger, Nicklen, & Coulson, 1977). Vyuzivali pfi ni
terminacnich  prekurzori, které byly rozezndvany polymerazou, avSak nemély
3'-hydroxylovou skupinu a proto na né¢ nebylo mozné navazat dal$i nukleotid. Cukerna
podstata  prekurzori byla bud’ arabinosa (arabinosidy), nebo se jednalo
0 dideoxynukleotidtrifosfaty (ddNTP). V praxi se pak vice osvéd¢ily ddNTP nez arabinosidy.
Do roztoku stemplatem, primerem a polymerazou byly ptidany vSechny nukleotidy a
vV malém mnozstvi vzdy jesté¢ terminacni prekurzor jednoho z nukleotidl, ¢imz byl zajistén
vznik rizné dlouhych fragmentti analyzovanych pomoci denaturacni elektroforézy. Reakce se

opakovaly se vS§emi ddNTP zvlast’ a po porovnani vysledki z gelt se urcila poloha baze.

V prubéhu c¢asu se Sangerova metoda zlepSovala. Zautomatizaoval se sbér dat i
samotné provadéni reakce. Zpocatku se pouzivaly radioaktivni znacky a pozdé&ji i
fluorescenni, ¢imz reakce nemusely probihat kazda v jiné zkumavce, ale vSechny naraz
Vv jedné. Byly objeveny jin€ a lepsi polymerazy s vétsi efektivitou nebo vice odolné k vysokeé

teploté, takze sekvenovani se mohlo spojit s PCR reakci.

Zatimco Sangerova metoda byla zaloZena na prerusSeni syntézy a detekci vzniklych
fragmentti, nasledujici generace analyzuji inkorporaci jednotlivych nukleotidi béhem syntézy.

Tim se cely proces vyrazné zrychli a také zptesni.



RNA-seq metody

RNA-seq metody maji za ukol paralelné¢ osekvenovat velké mnozstvi RNA molekul
reverzn¢ prepsanych do c¢DNA (DNA komplementarni k mRNA) pomoci reverzni
transkriptazy. Pfed jejich zavedenim byla analyza transkriptomu provadéna pomoci
tzv. microarrayll. Microarray je hybridizace nukleové kyseliny s velkym mnozstvim nékolik
nukleotidii dlouhych sond pfichycenych na pevném povrchu. Po pfichyceni jsou fragmenty
nukleové kyseliny analyzovany pro zjisténi sekvence nebo pro detekci zmény v genové

sekvenci ¢i expresi 1,

V soucasné dobé¢ jsou microarraye stale vice nahrazovany RNA-seq technikami, které
maji mnoho vyhod. Daji se pouzit i na nezndmy vzorek, microarraye se mohou vyuzit jen
na vzorky se znamym genomem a detekuji jen znamé transkripty. RNA-seq metody jsou

citlivéjsi, vice specifické a maji dynamicky rozsah. Postup obou metod zndzoriuje Obrazek 1.

Microarray RNA-Seq

Hybridization.
Scanning images.
Quantification.

I |

Sequencing.
Base call.

Raw intensities Short reads
Preprocessing: A';Q"ed to
Background correction, | - reierence genome,
Normalization, known_ / isoform & exon-
Summarization. junction sequences.
A 4 2
Expression levels of Expression levels of Novel
Transcripts (continuous) Transcripts (counts) transcripts
Statistical analysis [—"' "—1 Statistical analysis ]

Cellular
functional/pathway

analysis
| e |

Obrazek 1: Piehled postupu microarraye a RNA-seq metod. Pievzato z Fang, Martin, &
Wang, 2012
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Vsechny RNA-seq metody sleduji velmi podobny postup. Ze vzorku je izolovédna

veskera RNA, kterd je nasledné purifikovdna, ¢imz je pfipravena pro vytvoieni RNA

knihovny. Pro pfipravu knihovny je nutné ve vétSin¢ piipadi provést reverzni transkripci a

pfevést RNA na cDNA knihovnu, ktera je nasledné amplifikovana (Mortazavi, Williams,

McCue, Schaeffer, & Wold, 2008).

/;—»

RNAmolecules
—p
/ i
1. fragmentation of RNA
_-———'*
/ —D/' \ RNAfragments
T
2. random priming to make sscDNA
(first-strand synthesis)
:-b ._,-——»
zz?,//y . $SCDNA
T T / v\f
4—-"
3. construction of dscDNA
(second-strand synthesis)
=
& dscDNA
- <+ '
" «— *
4, size selection
vy - L=
> ! > ’
Gel cutout <4
Aencing
gl RNAsequence
" SR ,
paired-endread " "--. —_— : N o |
—gl) 6. Mapping anti-sense

Obrazek 2: Postup sekvenace RNA transkriptu. (1) Fragmentace RNA,
(2) syntéza sscDNA, (3) syntéza dscDNA, (4) rozdéleni fragmentt
podle velikosti, (5) sekvenovani fragmentd, (6) mapovani readu.

Ptevzato z Roberts, Trapnell, Donaghey, Rinn, & Pachter, 2011
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Pied pfipravou cDNA
knihovny je nutné izolovanou
RNA fragmentovat a na vzniklé
useky pfipojit specifické primery,
Znichz probihd vlastni reverzni
transkripce single-stranded cDNA
(sscDNA), nasledovana tvorbou
komplementarniho vldkna DNA,
double-stranded cDNA (dscDNA).
Molekuly dscDNA jsou poté

r

fragmentovany na mensi tuseky a
takto vzniklé fragmenty jsou
sekvenovany. Sekvenované useky
neboli ready jsou nasledné
mapovany do genomu v opa¢ném
sméru (He, Vogelstein, Velculescu,
Papadopoulos, & Kenneth, 2008).
Celé schéma zachycuje Obrazek 2.

Mezi nejpouzivané;si
systémy pracujici s RNA-seq
metodami patii SOLID systems,

lon Torrent a lllumina 2.



1. ROCHE /454 Sequencing

1. 1. Popis metody

Metoda 454 byla vynalezena Dr. Jonathanem Rothbergem a na trhu se objevila
v roce 2005. Jak uz bylo popsano vyse, vSe zalind izolaci RNA z bunky, jeji purifikaci,
ptepisem na CDNA. Amplifikace je provedena pomoci emulzni PCR potom nasleduje

samotné sekvenovani zakoncené zpracovanim dat.

Na fragmenty dscDNA jsou piipojeny adaptery A a B (tj. pro kazdy konec DNA je
jeden adaptér). DNA je nasledn¢ zdenaturovédna a vzniklé single-stranded useky jsou
pfipojeny pomoci adaptéri na polymerni kulicky. Smeés fragmenti DNA a polymernich
kuli¢ek se smicha s emulzi oleje a detergentu v takovém poméru, aby vodny roztok obsahoval
jednu kulicku a jeden fragment, nebo jednu kulicku a Zzadny fragment. Nasledné jsou
fragmenty 5¢ koncem pfichyceny na povrch kulicky a prob¢hne n¢kolik cyklt PCR tak, Ze
fragment hybridizuje s primery navazanymi na kuli¢ce. Po rozbiti emulze se tak ziskaji
kulicky vazajici pouze jeden zmnozeny fragment V jednofetézcové forme (Dressman, Yan,
Traverso, Kinzler, & Vogelstein, 2003). Vzorek stémito kulickami je poté aplikovan
na ,,PicoTiterPlate, coz je desticka s jamkami tak velkymi, ze se do nich vejde pravé jedna
kulicka s navazanymi amplifikovanymi useky DNA. Do jamek jsou pak pfisypany
tzv. packing beads, které zlepSuji signal pro spektrofotometr 8, Schéma je znazornéno

na Obrazku 3.

_{}Q [—\'{:} Q‘ %:6 :%6

“_Qﬁ}ﬁ f} 3¢

Obrazek 3: Emulzni PCR. Pfevzato z Oborsky, 2013

Ke cteni bdzi na fetézci se vyuziva pyrosekvenovani, coZ je technika vyuZivajici

k detekci bazi chemiluminiscenci. Do jamek jsou postupné ptidavany roztoky s jednotlivymi

nukleotidy, které jsou Vv pfipadé¢ komplementarity s bazi na templatu zatazeny polymerazou

do nového fetézce. Touto reakci se uvolni z molekuli baze pyrofosfat, ktery je enzymem

ATP sylfurylazou za pritomnosti APS pfeménén na ATP, jenz je spotfebovan pii reakci
12



luciferazy  oxidujici  luciferin

N P za vzniku oxyluciferinu a zéablesku
ﬁ} SNTP . v, , . .
»b ’p N svétla. Cim vice se inkorporuje
0 -
« "’ g TTTTIT i) ] bazi, tim silngjsi je zablesk. Baze,
rdr\ . y
& N bebvraerse které nejsou Vvreakci vyuzity,
. zlikviduje enzym apyraza. Misto
B v . .
S (I? § Y ATP piidaného do jamek jako
Luciferase — U L uciferin zatazujici se nukleotid se vyuziva
i ATPaS (deoxyadenosin-alpha-

Light and oxyluciferin

thiotrifosfat), aby se zamezilo

vyuziti nukleotidu jako substratu

GATTAAAATSTAGATAACTG pro oxidaci luciferinu

TR AT D~ ~ A IV 3 T
TAATARCATCACATTACT CTCATCAGTCAA]

o 6mer (Viz Obrazek 4).

S-mer
o Timto zpusobem je
l l | 3” : sekvenovana kazda kulicka
Ll Ll HERRHER l 1414 l ve vSech jamkach na desticce. Data
Obrazek 4: Schéma pyrosekvenovani. Pfevzato z Metzker, 2010 z osekvenovanych readi jsou poté
shromédzdéna a  vyhodnocena

pomoci specialnich softwarii (Ronaghi, Uhlén, & Nyrén, 1998, 4, 2).

1. 2. Vyhody a nevyhody

Metoda 454 umoznuje vznik tzv. Long reads (dlouhé ready). To jsou Useky DNA,
resp. RNA dlouhé nékolik set paru bazi, v piipadé 454 to je 400 az 500 bp. Tyto dlouhé ready
jsou schopné pokryt vice exonll, snaze se s nimi daji najit unikatni sekvence a celkové je

potfeba men¢ readii pro precteni celého genomu.

V soucasné dobé¢ je tato metoda stale méne pouzivana. Hlavnim divodem je vyssi
cena/Gb (mezi $10 000 - 20 000 na 1 Gb) a v piipadé tseka s opakujicimi se nukleotidy i
vetsi chybovost. To samé plati 1 o samotnych dlouhych readech, kde je vétsi riziko zaneseni

chyby pfi ¢teni tiseku nez u readt kratsich (Travis, 2011).

I ptfes své nevyhody byla metoda 454 vyuzZita pro sekvenovani RNA v rliznych
experimentech (Torres, Metta, Ottenwalder, & Schlétterer, 2008; Mercer et al., 2012), jako
napiiklad zjiSténi, zda hostitelské lidské bunky exprimuji koreceptor CXCR4 nutny
pro infekci bunky virem HIV (Ddumer et al., 2011).
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2. Illumina

2. 1. Popis metody

Firma Illumina vroce 2007 piedstavila na trhu svou metodu sekvenovani
Illumina/Solexa. Stejné jako u ostatnich sekvenaénich technik pii ni dochazi k amplifikaci
DNA pomoci PCR. Nejedna se vSak o emulzni, nybrz o ,,bridge* neboli mistkovou PCR ¢i
amplifikaci na pevné fazi. Jako u 454 metody je nasledujici postup stejny, extrakce RNA,
purifikace, piepis RNA do cDNA, poté amplifikace mistkovou PCR, vlastni osekvenovani a

analyza dat.

Stejné jako emulzni PCR je i zacatek reakce u mistkové PCR obdobny. Celda PCR
reakce vSak probihd pfi isotermickych podminkdch. DNA k sekvenovani se fragmentuje,
pomoci elektroforézy se vyberou fragmenty o délce 200-300 bp a knim se pak liguji
adaptéry. Na pevnou fazi jsou piipojeny dva druhy primerd (komplementarni
k obéma adaptérim na kazdém konci fragmentu DNA) ve vysoké hustoté. Nasledné se
na pevnou fazi pomoci adaptéru pripoji fragmenty ssDNA tak, aby byly dostateéné daleko od
sebe a polymeraza dosyntetizuje druhy fetézec. Dvoufetézcovd molekula je vystavena
denaturujicim podminkdm a pivodni templat je odmyt. Imobilizované fragmenty hybridizuji
volnymi konci s primery v okoli a polymerdza opét nasyntetizuje druhy fetézec. Vznikne tak
dvouretezcova molekula pfipojena obéma konci k podkladu, kterd projde opét denaturaci,
piiniZ vzniknou dvé jednotetézcové molekuly DNA kazdd pfichycena na jiném konci
k desce. Tento proces je pak mnohokrat opakovan. Takto v nékolika cyklech PCR vzniknou
vzajemné odd€lené soubory identickych fragmentd DNA (Fedurco, Romieu, Williams,
Lawrence, & Turcatti, 2006; Shendure & Hanlee, 2008), °. Pribéh PCR znézoriuje

Obrazek 5.

T

,/ I]ul[] U“/Y / ﬂ] I][]ll]
IUI] 1/

Lo o T i
[ NLITL 74 uuln'|” uuln'i] L

Obrazek 5: Mistkova PCR. Pievzato z Oborsky, 2013
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a lllumina/Solexa — Reversible terminators
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Obrazek 6: Illumina sekvenovani. Pievzato z Metzker, 2010

Po amplifikaci jsou reverzni
fet¢zce dsDNA odstiizeny a
odmyty. Sekvenovani probiha
simultdnné na vsech vzniklych
shlucich amplifikované DNA.
Fragmenty jsou nasledné

sekvenovany po jednotlivych

nukleotidech pridavanim
roztoku se vSemi
fluorescencné znacenymi

nukleotidy, které jsou reverzné
terminalni. To znamena, ze
po inkorporaci baze se
na detektoru objevi zéablesk
barvicky piifazené
ke konkrétnimu  nukleotidu,
apot¢ je odstranéna jak
fluorescenéni  znacCka, tak
blokujici skupina
na nukleotidu, aby se mohla
pripojit dalsi baze. VsSe se
opakuje, dokud neni
osekvenovan cely fragment,

paralelné s tim vSak probiha

syntéza identickych fragmentd v jednom shluku, kamera detekuje signal z celého shluku.

Schéma reakce je na Obrazku 6.

Pfi analyze dat se k sob¢ pfilozi Gseky se stejnou sekvenci, tyto useky se nazyvaji

kontigy. Kontigy se vzajemné piekryvaji. Sekvence z kontigii jsou porovnany s referen¢nim

genomem &
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2. 2. Vyhody a nevyhody

Metoda Illumina je velice solidni metoda. Patii mezi nejpiesnéjsi na trhu, piestoze uz
se objevili 1 jiné novéjsi metody a naklady na samotné sekvenovani zlstdvaji nizké
($7 - 250/Gb). Diky vyvijeni novych sekvenatori, se stava sekvenovani velmi jednoduchym

postupem. Podle povahy experimentu je mozné zvolit sekvenator s del§imi ¢i krat§imi ready.

Avsak praveé sekvenatory ptinasi i nevyhody. Nékteré z nich jsou velmi drahé nebo je
drahé samotné sekvenovani (az $2 000/Gb). U nov¢jSich modeli se pouzivaji nové

chemikalie, u kterych neni jisté, jak velka bude chybovost celého sekvenovani (Travis, 2011).

Diky spolehlivosti Illuminy je velmi pouZzivanou technikou pii sekvenovani
RNA i DNA (Pan et al., 2012; Imashimizu, Oshima, Lubkowska, & Kashlev, 2013). Dnes uz
je mozné sekvenovat RNA i z velmi malého mnozstvi vstupniho materialu (Pan et al., 2012)

dokonce i z jedné bunky (Picelli et al., 2014).
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3. SOLiD System

3. 1. Popis metody

SOLiD system metodu pfinesla na trh firma Applied Biosystems v roce 2008.
Primarnimi kroky SOLiD metody jsou pfiprava enzymi a vzorku (knihovny) nasledované
emulzni PCR a pfiprava substratu. Poté nasleduji dva sekvenacni kroky, ligace a sniméani.

A poslednim krokem je samotné vyhodnoceni dat.

Samotnou ptipravu knihovny opét pfedchazi izolace RNA z bunky, jeji purifikace a
reverzni transkripce pro vznik cDNA. Pfi sekvenovani SOLiD metodou jsou dvé moznosti
ptipravy knihoven. U prvni se piipravuje knihovna z jednoho fragmentu, v druhé pak ze dvou,
pficemz je znama vzdalenost mezi fragmenty, diky vlozeni n¢kolik nukleotidi dlouhé
sekvence mezi né. Na konce fragmenti jsou pfipojeny adaptéry (znazoriuje Obrazek 7).

Podle povahy experimentu pak vybirdme prvni ¢i druhy zpisob ptipravy knihovny.

Fraprnant _ibrany

F1

OR Fobmerasa Cotpled
Bmda

LIBRARY PRERA RATI O

Obrazek 7: Vytvoreni knihovny. Miize byt vytvofena bud knihovna z jednoho fragmentu (nahote), nebo ze
dvou fragmentd, které jsou vzajemné& propojeny predem definovanym poétem fragmentt (dole). (pievzato z %)

Po PCR jsou double-strandové fragmenty na kulickadch zdenaturovany a jednotlivé
kulicky selektovany. Templaty na vybranych kuli¢kach jsou poté modifikovany na 3¢ konci,
aby je bylo mozné kovalentné prichytit na sklenény podklad (viz Obrazek 8). Pii aplikaci
kuli¢ek na podklad je mozné diky depositnim komordm sklenény povrch rozdélit do jedné,

Ctyt ¢i osmi sekci.
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Obrazek 8: Obohaceni kulicek. Na kulicky se navazi fragmenty, které jsou poté amplifikovany. Kulicky obalené
amplifikovanou cDNA jsou na 3’konci modifikovany. (pievzato z %)

Samotné sekvenovani je uskutecnéno pomoci ligace. Na templaty na kulickach jsou
pfipojeny primery do mista adaptéru na 5’ konci. Do roztoku je dale pfidana ligaza
s fluorescencné znaenymi dvoubdzovymi sondami (celd sonda je sloZena z 8 nukleotidd,
na prvnich dvou mistech jsou kombinace dvou nukleotidii, takovychto kombinaci je mozné
vytvofit celkem 16, dalsi tfi mista nalezi 3 neurcitym nukleotidim, které paruji se vSemi
bazemi, a posledni tfi mista jsou zabrany nukleotidy nesouci fluorescenéni znacku). Pokud je
jedna ze sond zaligovana, odstépi se jeji konec, ¢imz dojde k vyzafeni barvy (viz Obrazek 9).
Tento postup se opakuje, nez se dokon¢i sekvenace celého fragmentu. Po jeho osekvenovani
je cely produkt od templatu oddélen a néasleduje opét dalsi sekvenovani zacinajici primerem,

ktery je posunut o 1 nukleotid.

g - 7 G-G-n-1-n-zi-z L1t ry—gi-
z 3 Primer 5'“71:--'--1:-||-1-f-x-.1 . G-L-n-renz-i-z
=
gsad -5 LU,
| Adspter Sequence Templste Sequence
o
w
] . Primer
= 3
2 TTITTTTTT Goee
g o S T
5 | Adapter Sequence Templste Sequence
2
g +
= Cleavage
> L . Primar -
o = 3
E o FEETTET T T ceennn o5
= Bogd w5’ TP T o
a | Adzpter Sequence Templste Sequence
i
@

Obrazek 9: Ligace. Enzym ligaza postupné v kazdém liga¢nim kole pfipoji ke vznikajicimu fetézci sondu.
Po navazani lze detekovat zablesk. Na konci liga¢niho kola jsou posledni tfi nukleotidy s fluorescencni znackou
odstranény. (pfevzato z %)
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Po probéhnuti péti kol tohoto tzv. resetovani primeru, je kazda baze na fragmentu
pfectena dvakrat ve dvou nezdvislych ligacich pfi reakci s dvéma rozdilnymi primery

(viz Obréazek 10). Ziskana data jsou nasledn& analyzovana *.

Read Position |0 1]2|3] 4| 5|6| 7| &|8|10{11]12|13]14|15|16]17| 18] 19| 20]21|22| 23] 24| 25| 26|27 28] 29]
1 Universal seq primer (n)
R

2 Unil.-nraslalseq primer (n-1) ele oo e oo
TITTITTITINTIITY

3 Unuvet;s.alseq primer (n-2) |
b

Universal seq primer (n-3) |
K i

Primer Round

" Universal seq primer (n-4) |
S TrrrrTTITITTITTIY

LAL &e .. LIL

® Indicates positions of interrogation Ligation Cyche [l 1 @ ¢« B ¢ B

DUAL INTERROGATION OF EACH BASE

Obrazek 10: Vystup z detektoru. V fadcich jsou vlastni primovaci kola, pfi kterych se primer vzdy posune
0 jeden nukleotid. Ve sloupcich jsou jednotlivé &teci pozice a Cerné teéky oznacuji baze, které jsou precteny
v konkrétnim ligaénim kroku. Ligaéni cykly jsou poté znazornény odlisnym zabarvenim policek. (pfevzato z ©)

Ziskana data jsou nasledné analyzovana. Pii kazdém barevném zablesku je pofizen
snimek. Na snimku jsou poté oznaeny kuli¢ky a na nich jednotlivé baze. Ke kazdé barvé jsou
pfifazeny Ctyfi pary bazi, postupné¢ pak podle barevnych zéableskti a pomoci dekddujici
tabulky je programem uréena sekvence fragmentu. Tedy pokud v prvnim primovacim kole
prvniho ligacniho cyklu detekujeme cervenou, vime, Ze se na tom to misté¢ mize vyskytovat
dvojice bazi AT, CG, GC nebo TA. V dal§im primovacim kole zasviti zelena ta je pro pary
AC, CA, GT ¢i TG. Ve tfetim kole se objevi modra (AA, CC, GG, TT) a ve ¢tvrtém pak zlutd
(GA, TC, AG, CT). Pocitac potom podle tabulky vybere pary sekvenci tak, aby vzdy druha
baze z jednoho primovaciho kola byla shodnd s prvni bazi v paru s nasledujiciho kola.

Timto zplsobem je osekvenovan cely fragment a nasledné sloZzena sekvence (Obrazek 11).

19



Double Interrogation

Primer round 1, With 2 base encoding each y L
igation cycle 1 base is defined twice A . I c G I A

Ly ]
Collect ¥
color imag . :‘ rrlﬁ"s..nd 2,
Fd L™ igation cycle 1
/ Decoding
| ® ) ' | Primerround3, . _
Identify Identify . ® i ligation cycle 1 . . | Color space sequence
bead color beads v .
*, - . ) ; Primer round 4, Th AC A (GA)
—— Glass slide . ®* @ ; ligation cycle 1 GC €A € TC " )
(et ossible dinudeatides
-~ CG GT (GG, AG
. . ! Basezero—{ AT TG ) TT T
ﬁfsjsesoj:,: AT GG Decodad sequence
o Y Y Y
Possible dinucleotides encoded by each color AT G G A Basespacesequence
Indbase
Template sequence

AT AC AA GA

15t base

GC GT GG AG
TA TG TT T

Obrazek 11: Analyza dat. Pfevzato z Mardis, 2008

3. 2. Vyhody a nevyhody
Velikou vyhodou je rozdéleni sekvenovani do jednotlivych sekei, které jsou na sobé
nezavislé. SOLiD metoda je velmi pfesnd a pravdépodobnost vzniku chyby velmi nizka.

Béhem jednoho dne je schopna vygenerovat 20-30 Gb dat. Naklady na 1 Gb dat jsou zhruba
70 dolard.

Naproti tomu pfi této metodé vznikaji relativné kratké ready, coz mize byt problém,
pokud hledame néjaké konkrétni sekvence. Malé ready maji totiz vétSi pravdépodobnost
shody s n¢jakym segmentem transkriptomu nez velké ready. Pti de novo skladani obsahuje
vice mezer nez data z [lluminy a data jsou také mén¢ distribuovatelna. Dalsi nevyhodou jsou

celkove vysoké naklady (Travis, 2011).

Diky vysoké ptesnosti SOLiD metody je jednou z nejpouzivanéjSich sekvenacnich
technik. Je mozné jeji pomoci sekvenovat i pfi velmi malém vstupnim mnozstvi vzorku

(Lao et al., 2009; Tarig, Kim, Jejelowo, & Pourmand, 2011).
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4.1lon Torrent

4. 1. Popis metody
Stejn¢ jako SOLiID spad4d 1 metoda Ion Torrent pod firmu Applied Biosystems,
resp. pod dcefinou firmu Life Technologies. lon Torrent se zafal komeréné vyuZzivat

v roce 2010 a je zaméten na detekci chemickych zmén pfi syntéze DNA.

Jako u pfedchozich metod i lIon Torrent amplifikuje vzniklou cDNA knihovnu, avSak
pouziva k tomu real-time PCR. Tato reakce je podobna emulzni PCR, ale narozdil od ni je
schopna béhem kazdého cyklu detekovat mnozstvi ptirastkt. U klasického PCR se zjistuje az
finalni produkt. Aby mohla prob&éhnout celd reakce, je nutnd pfitomnost fluorescenniho
substratu, ten se vaze na nasyntetizovanou cDNA a podle intenzity vyzareni, pak detekujeme
mnozstvi noveé vytvoirenych molekul. Data jsou sbirana specialnimi termocyklery. Ty v sobé

maji zabudovanou optiku pro excitaci substratu a jeji detekci. Nejcastéji se vyuZivaji

A) B)

1. Navazani: SYBR® Green | se vaZe béhem kaZzdého
cyklu na dvouvlaknovou DNA.

1. Polymerizace: Fluorescencni substrat (reporter - R) a
jeho zhasec (Q) jsou navazany na 5' a 3' konce TagMan

sondy.
FORWARD PRIMER PROBE ;
5 Q 9 3 . ®- -0- -0- -0- -0
3 5
§' 3
5
REVERSE PRIMER
2. Elongace fetézce: Dokud je sonda intaktni zaZeni 2. Denaturace: Ve fazi denaturace DNA je SYBR®
emitované substratem R je pohlcovano blizkym Green | uvolnén z vazby na DNA a celkova fluorescence
"zhasecem". dramaticky klesa.
9 .
5 3 hd
3 § o 2]
5 3
5

3. Odstépeni: kdyz Tag polymeraza dorazi k zacatku
sondy, postupné ji odchlipuje aZ odstépi fluorofor. Ten se
timto oddali od zhasece a emitované svétlo prestane byt
pohlcovano - detekovana fluorescence stoupa.

& _/(’l,_ . 0 §

3 §

4. Polymerizace ukonéena: reporterova barva oddélena
od zhasece emituje charakteristickou fluorescencl.

|
0 .. 9,

5
3 §'
5. 30

5

3. Polymerizace: Béhem annealingu primer( a elongace
fetézce se Sybr Green opét zacina navazovat na
vznikajici dvouvlaknovou DNA - fluorescence stoupa.

FORWARD PRMER
.
@
D
I
& ®
L
&
=]
REVERSE PAIMER

4. Ukonéeni polymerizace: Emitovana fluorescence
dosahuje maxima.

| 1 i 1
' T ' T

Obrizek 12: Schéma real-time PCR (prevzato z %)
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termocyklery o 96 jamkach. Pouzivané substraty se déli do dvou skupin. Nespecifické, které
se vazi na dSDNA, pfi vazbé na ssDNA mnozstvi vyzafovani vyrazné klesa. A specifické, tzv.
sondy, které obsahuji oligo-nukleotidovy fetézec, jimz se vazi na PCR amplikon. Podstatou
jejich funkce, jsou dvé molekuly navazané kazda na jiném konci fetézce. Prvni se nazyva
fluorofor (znacen F ¢i R), druhy pak zhase¢ (Q). Pokud je fluorofor v blizkosti zhasece, tak
nesviti. Ale v situaci, kdy polymeraza odstépi fluorofor pti syntéze druhého vlakna (diky
exonukleazové aktivit€¢ ve sméru 5°->3) a ten se tedy dostane do dostatecné vzdalenosti od
zhasece, zatne fluorofor svitit. Detekce zableskd probiha kontinualng v kazdém PCR cyklu .

Pribéh reakce s obéma substraty znazornuje Obrazek 12.

Po PCR probiha samotna faze sekvenovani. Ion Torrent analyzuje zménu pH v jamce diky
vyuziti polovodi¢ového Cipu. Tento Cip je pokryt miliony jamek, ve kterych probihéd syntéza
komplementarniho fetézce k templatu. Cip chemickou zménu detekuje a pievede informaci do
digitalniho signalu, ktery je pocitatem vyhodnocen a pfifazen k pfislusné bazi. Pti PCR se
amplifikuji fragmenty najednotlivé kulicky, které potom po jedné zapadnou do jamek
na ¢ipu. Cely Cip je nasledné ponofen do roztoku s konkrétnim nukleotidem a enzymy
potfebn}'/mi k syntéze DNA. Po kazdé inkorporaci nukleotidu je uvolnéno urcité mnozstvi
detekovano. Pokud neni nukleotid zafazen, nic se nestane. Kazdych 15 vtefin je proces
opakovan vzdy s jinym nukleotidem. V ptipadé inkorporace nékolika nukleotidi za sebou je
pH zména zdkonité vétsi. Vzniklé napéti je pocitacem pievedeno na piislusny pocet bazi

(Obrazek 14) 2,

dNTP

Polymerase ;
Termplate Strané

The nucleotide does not compliment the template - no release of hydrogen

-4'
o

PR — "

The nucleotide compliments the template - hydrogen is released.

The nucleotide compliments several bases in a row - multiple hydrogen ions are released.

Obrazek 13: Schéma inkorporace nukleotidu (pievzato z g)
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Obrazek 14: Vyhodnoceni signald (pfevzato z g)

4. 2.Vyhody a nevyhody

Ackoli je Ion Torrent pomérné nova metoda, jsou naklady na sekvenovani i samotna
zatizeni pomérné malé (do $100/Gb). Ovladani pfistroji je celkem snadné a jsou dostupné
3 Cipy s riznym poctem jamek. Nekteré Cipy jsou schopny vytvofit vétsi mnozstvi readil nez
ostatni metody. Ion Torrent se téz fadi k metodam s velice malou chybovosti. Velikou

vyhodou je razantni zkraceni doby sekvenovani. Cely experiment je mozné provést v ramci

hodin.

Tato metoda neni nejvhodnéjsi pro tvorbu dlouhych readti. Novéjsi pristroje s lepSimi
vlastnostmi jsou drahé a samotné sekvenovani mlize dosahovat ¢astek az 4 000 dolarti za Gb.
Casto je vhodngjsi vybrat si pro experiment jinou metodu, kterych je na trhu dostatek, a

leckdy jsou vhodngjsi. (Travis, 2011).

I Ion Torrent technika byla vyuzita pii dulezitych experimentech, jako sekvenovani
RNA genomu viru (Neill, Bayles, & Ridpath, 2014), pii studiu rakovinnych bunék
(Schageman et al., 2013) ale i vjinych odvétvich (Kemler et al, 2013).

23



5. Pacific Biosciences

5. 1. Popis metody

Metoda, ktera byla piedstavena na trhu v roce 2010 firmou Pacific Biosciences, se
stala prvni metodou, kterd pro sekvenovani nepotitebovala amplifikaci pomoci PCR. U vSech
pfedchozich metod bylo tfeba namnozit fragmenty ve vzorku, ¢imz se zvétSovala
pravdépodobnost zavedeni chyby. Technika, pomoci niz jsou sekvenovany jednotlivé

molekuly DNA, se nazyva SMRT (Single Molecule Real Time sequencing).

Pfestoze neni potieba amplifikovat mnozstvi vzorku, stale ziistavd potieba pievést
RNA do cDNA formy pomoci reverzni transkripce. Vznikla cDNA je poté pfenesena
na tzv. SMRT Cell, coz je desticka s desitkami tisic jamek, kterym se fika ZMW (Zero-Mode
Waveguides). ZMW jsou nanofotonické vizualiza¢ni komurky, umoznuji detekci inkorporace
jednotlivych bazi na pozadi velkého mnozstvi ostatnich nukleotidti v roztoku. ZMW jsou
pokryté hlinikovym filmem a osvétlovany svétlem prochazejicim jejich sklenénym dnem.
Objem ZMW je 20 zeptolitrii, coz je 20 x 10”2 litru, a vlnova délka svétla je pravé tak velka,
aby mohla projit skrz dno jamky. Jak svétlo postupuje, slabne jeho intenzita, tedy prochazejici
paprsek pronikne jen do spodnich 20-30 nm. To umozni detekci zablesku i v tak malych
objemech a zdrovenn je vylouCena detekce zafeni z ostatnich nenavdzanych nukleotidii

v roztoku.

Na dnu kazdé ZMW je pfipevnéna DNA polymeraza s templatem. Béhem syntézy
komplementarniho fetézce, jsou inkorporovany nukleotidy oznafené¢ kazdy svou
fluorescenéni znackou na tfetim fosfatu (dosavadni metody oznacovaly v nukleotidu pfimo
baze). Tedy kdyz je pripojen nukleotid k fetézci a je odstipnut pyrofosfat, vyzaii se zablesk

svétla odpovidajici piislusnému nukleotidu (schematicky znazornéno na Obrazku 15).
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Pacific Biosciences — Real-time sequencing

Phospholinked hexaphosphate nucleotides

Limit of detection zone

Fluorescence pulse

1OTENSITY —

Epifluorescence detection

Nature Reviews | Genetics

Obriazek 15: Schéma sekvenace metodou SMRT. Pievzato z Metzker, 2010

Takto jsou sekvenovany fragmenty DNA v kazdé jamce na desti¢ce. Pocitac sesbira

data ze viech jamek a pomoci softwart posklada sekvenci dohromady 2L,

5. 2. Vyhody a nevyhody
Velké plus metody je samotné SMRT, kdy je mozné osekvenovat DNA ¢i RNA

izolované piimo z bunky bez potfeby amplifikace. Dalsi vyhodou jsou pomérné dlouhé ready

a kratka doba sekvenovani.

I kdyz se zda, ze je metoda velice pfesnd, neni tomu tak, navic béhem sekvenovani

sice vznikaji dlouhé ready, ale je jich malo. Mimo to je tato metoda relativné draha
(cca $3 500/Gb) (Travis, 2011).

PacBio metoda byla vyuzita v nemalo experimentech, jako naptiklad skladani lidského
transkriptomu (Au, Underwood, Lee, & Wong, 2012; Sharon, Tilgner, Grubert, & Snyder,
2013) nebo ziskani full-lenght cDNA z embryonalnich kmenovych bunék ¢Eloveéka spolu
s llluminou (Au et al., 2013).
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6. Oxford Nanopore

6. 1. Popis metody

Nejnovéjsi metodou na trhu sekvenovani je Oxford Nanopore, komeréné dostupny
od roku 2012, nicméné zminky o sekvenovani pies proteinovy nanopér se objevily uz
v roce 2010 (Olasagasti et al., 2010). Oxford Nanopore je technika, kterou se daji sekvenovat

nejen fetézce nukleovych kyselin ale také proteiny nebo jiné molekuly.

Nanopore metoda je vyvinuta, aby piimo elektronicky analyzovala kazdou molekulu,
ktera projde pfes umeéle vytvofeny proteinovy pédr. Pory jsou umistény v mikrojamkach
na arrayCipu, ktery je vyroben z polovodicového materialu. Kazd4d jamka ma svoji vlastni
elektrodu métici zménu potencialu napéti na membrang, vyrobené ze syntetickych polymerd,
ve které je ukotven por. Na jednu jamku pfipadd jeden pér a membrana, jiz je pfipevnén,
pokryva celé dno jamky. Cely array€ip je umistén do kazety na jedno pouziti, kterd obsahuje
nanopory pro detekci specifickych molekul (DNA/RNA, proteiny ¢i malé molekuly). Kazeta
je poté umisténa do pfistroje (,,node” - uzel) pro zpracovani a analyzu dat. Po spusténi kazdy
nanop6r detekuje molekuly nezavisle na ostatnich. Nody pro vyhodnoceni potiebuji byt
napojeny na virtualni sit’ pro komunikaci mezi sebou nebo s ulozistém dat na siti. Mohou
pracovat jednotlivé nebo propojeny mezi sebou, coz zrychli detekci molekul. Nody také
zvladaji kontrolovat fyzikdlni podminky béhem experimentu pomoci zpétné vazby.
Je vyvinuto také zatizeni pro detekci malého mnozstvi molekul, které se pomoci USB kabelu
da pfipojit k pocitaci. Standartni kazeta obsahuje 96 jamek, ale existuji 1 verze s mensim ¢i

v&t§im podtem jamek 2.

Pro sekvenovani nukleovych kyselin (NK) Oxford Nanopore stavajici metodu
sekvence trochu upravil a nazval ji ,,strand sequencing” tedy sekvenovani fetézce. Pro detekci
nukleotidli se opét pouziva nanopér. Por se skladd z dvou casti, prvni je ukotvena
vV membrané, vypada jako kanal o pruméru nékolik nanometri, jimz prochazi molekuly
ptes por, druhd ¢ast mimo membranu usmérituje molekuly do kandlu. I zde je por pfipevnén
na membranu ze syntetickych polymerti na dn& jamky, kterd méa vysoky elektricky odpor.
Béhem sekvenovani molekuly NK je nedotfeny fetézec posouvan pies por. Na por
VvV membran¢ nasedne protein S navdzanou dvousroubovici NK, ktery je navrzen na rozplétani
dvoufetézcové molekuly pravé tak, aby pfes pdr prochazela jedna baze za urcity cas.
Po kazdém projiti baze na fetézci se zmeni napéti na membrané, které je pro jednotlivé baze

charakteristické. Napéti je zméfeno a pocita¢ pomoci softwaru identifikuje pfisluSnou bazi.
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Cely systém je schopen Cist oba fetézce, sense i anti-sense. Po pifecteni jednoho vldkna, je
druhé stale pripojeno k rozplétajicimu proteinu, tudiz az projde konec prvniho fetézce, zacne

protein vsouvat do poru druhy fetézec 18 Schéma sekvenovéni zobrazuje Obrazek 16.

DNA can be sequenced by threading it through a microscopic pore in a membrane.

Bases are identified by the way they affect ions flowing through the pore from one
side of the membrane to the other.

DNA DOUBLE K
HELIX <

© A flow of ions through
the pore creates a current.

Each base blocks the

© One protein flow to a different degree,
BnNzrshzl\.e o altering the current.

ix in
two strands. , —

'GATATTGCTTTTBATGECE

O Asecond
protein creates
a pore in the
membrane
and holds
an “adapter”
EE © The adapter molecule

keeps bases in place long
enough for them to be
identified electronically.

Obrazek 16: Strand sequencing skrz nanopor (pievzato z M)
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6. 2. Vyhody a nevyhody

Nanopore metoda umoziuje vznik extrémné dlouhy readii za pomérné nizkou cenu
(do 50 dolart za 1 Gb, avSsak MinION je asi dvacetkrat drazsi). Vyhodou jsou i MinION
analyzatory pripojitelné pomoci USB a zabirajici méné mista nez my$ u pocitace.

Nezanedbatelnd je i moznost ¢teni obou fetézcti dvousroubovice NK.

Diky tomu, Ze je Nanopore relativné nova metoda na poli sekvenovani NK, nejsou
ptistupna spolehliva data o chybovosti pii cteni bazi. Spole¢nost uvadi chybovost 4%, ale i to
je vice nez jiné komercéné dostupné metody. Navic jak GridION 1 MinlON pfistroje jsou stale

ve vyvoji, jejich spolehlivost tedy neni zcela jista (Travis, 2011).

Jak uZ bylo feceno Oxford Nanopore je naprostou novinkou, tudiZ je obtizné najit
prace, které by ji uzivali. Nanopore metoda se vyuziva spiSe pro analyzu molekul proteind
(Rosen, Rodriguez-Larrea, & Bayley, 2014), i kdyz pro sekvenovani DNA byla téZ vyuZita
(Olasagasti et al., 2010).
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Metody umoznujici analyzu genové exprese pouze z jedné bunky

STRT-seq
STRT-seq (Single-cell Tagged Reverse Transcription) je metoda vyuzivajici vymény
templatu RNA za cDNA (,,template-switching*) pii reverzni transkripci. K sekvenaci RNA je

vyuzivana metoda Illumina.

Izolovand mRNA je reverzné transkribovana pomoci oligo-dT primeru, které obsahuji
unikatni oznacené adaptéry (adaptéry jsou bar-kdédované, tj. oznacené pro pozd¢jsi rozliSeni
vzorku) a primery pro syntézu cDNA. Na prvni fetézec cDNA je pfipojeno 3-6 cytosind
aoligo-dT primer je poté vyuzit pro template-switching. Diky primerim je produkt
amplifikovan pomoci PCR a ukotven na kuli¢ky. Nasledn¢ je fragmentovan a k jeho konci se
ptipoji poly-A ,,ocas“. Na volny konec je naligovan Illumina P2 adaptér, P1 adaptér se objevi
pfi PCR kroku. Kone¢né knihovna je vytvofena vyuzitim P1 primeru a ndhodného primeru.
Kazdy read zacina bar-kddem nasledovanym 3-6 cytosiny. Celd knihovna je nakonec

osekvenovana (Islam et al., 2011).

SMART-seq
SMART-seq (Switching Mechanism At the 5 end of the RNA Template), ktera
pouziva fragmentace cDNA pro ziskani celkové cDNA buiiky. Pro samotné sekvenovani se

vyuziva opét metoda Illumina, jediné, co se méni, je ptiprava cDNA knihovny.

Na zacatku se izoluje RNA z buiiky, nasledné je reverzné piepsana od cDNA, na jejiz
konec je netemplatové ptidano ne¢kolik C nukleotidl. Poté je RNA templat oddélen a stava se
templat ze vzniklé cDNA, ke které je zaroven ptipojen specialni SMARTer IIA adaptér. Takto
vzniklé fragmenty se amplifikuji pomoci PCR. Po probéhnuti 12-18 kol PCR je vznikla
dscDNA nastiihana. Konce jsou opraveny (pfidanim bazi), ale zaroven probéhne
tzv. tagmentovani (tagmentation), coz je reakce, pii které enzym transpozédza napadne
DNA fetézec a vlozi do né¢j syntetické nukleotidy. Na konce vniklych molekul jsou navazany

dalsi adaptéry a tim je cDNA knihovna pfipravena pro sekvenovani (Ramskold et al., 2012).

CEL-seq

CEL-seq znamena ,,Cell Expression by Linear amplification and sequencing, tedy
analyza genové exprese buiky pomoci linearni amplifikace a sekvenovani. Jako
u SMART-seq se k sekvenovani vyuziva Illumina, pouze s jinym postupem piipravy cDNA
knihovny.
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Jednotlivé buiiky jsou vlozeny do zkumavek a jsou knim pfipojeny unikatni
bar-kdédované adaptéry pro reverzni transkripci. Poté, co se nasyntetizuje druhy fetézec, jsou
vzorky prevedeny na IVT (in vitro transkripce). Amplifikovana RNA je fragmentovana,
purifikovana a nakonec k ni jsou pfipojeny adaptéry na 3° konec. Pfed samotnou sekvenaci
pomoci upraveného protokolu od firmy Illumina pro RNA jsou zroztoku vybrany ty
molekuly, které obsahuji oba adaptéry. Takto vzniklda cDNA knihovna je poté sekvenovana

(Hashimshony, Wagner, Sher, & Yanai, 2012).

Quartz-seq
Stejné jako predeslé metody Quartz-seq vyuziva pro sekvenovani molekul Illuminu,

ale je mozné pouzit i microarraye.

Prvnim krokem pro pfipravu knihovny je jako vzdy reverzni transkripce. Nasleduje
odstfizeni primeru exonukledzou I (diky tomu nevznikaji béhem amplifikace zadné vedlejsi
produkty). Dalsim bodem je adice poly-A ,,ocasu“ na 3° konec prvniho fetézce cDNA. Pak je
nasyntetizovan druhy fetézec za pouziti tagovaciho primeru (tagy jsou sekvence oznacujici
NK), tim je pfipraven substrat pro nadchazejici amplifikaci. P¥i obohacené PCR jsou
potlaceny PCR primery, aby vzniklo dostate¢né mnozstvi DNA pro nasledné sekvenovani

(Sasagawa et al., 2013).
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Zavér

Ze vSech metod uvedenych v této praci se jako nejlepsi mozné pro sekvenaci RNA
jevi Illumina diky své pifesnosti, variabilité a cenové dostupnosti. V dnesni dobé uz je schopna
zpracovat a osekvenovat RNA z jakéhokoli vzorku dokonce i z jedné bunky. Pomoci nékolika
druhii kith je mozné z bunky vyizolovat mRNA, rRNA, malé¢ RNA, celkovou RNA buiky
nebo RNA o nizké kvalité. O jeji spolehlivosti vypovida i cela fada experimenti, ve kterych

byla vyuzita.

Na druhém mist¢ jsou metody Ion Torrent a Oxford Nanopore. Kazda z nich ma svoje
nevyhody. lon Torrent je kvalitni technikou, ale v porovnani s [lluminou je zadsadn¢ méné
pfesny a cenové se nevyplati, i kdyz je mnohem rychlejsi. Nanopore je metoda budoucnosti,
ma velky potencial, avSak o jeji pfesnosti se d4 pouze spekulovat. Je nutné provést jeste

mnoho pokusii a méfeni. Samotnd sekvenace zabere malo ¢asu a také neni draha.

Ostatni metody jsou vétSinou pouzitelné pro potteby konkrétnich experimentl. Byvaji
velmi drahé nebo jejich chybovost je pfili§ vysokd. V dnesni dobé se daji nalézt jiné techniky,

které jsou optimalné&jsi ve vSech smérech.

31



Literatura

Au, K. F., Sebastiano, V., Afshar, P. T., Durruthy, J. D., Lee, L., Williams, B. a, ... Wong, W.
H. (2013). Characterization of the human ESC transcriptome by hybrid sequencing.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America,
110(50), E4821-E4830.

Au, K. F., Underwood, J. G., Lee, L., & Wong, W. H. (2012). Improving PacBio long read
accuracy by short read alignment. PloS One, 7(10), e46679.

Daumer, M., Kaiser, R., Klein, R., Lengauer, T., Thiele, B., & Thielen, A. (2011). Genotypic
tropism testing by massively parallel sequencing: qualitative and quantitative analysis.
BMC Medical Informatics and Decision Making, 11(30), 1-8.

Dressman, D., Yan, H., Traverso, G., Kinzler, K. W., & Vogelstein, B. (2003). Transforming
single DNA molecules into fluorescent magnetic particles for detection and enumeration
of genetic variations. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, 100(15), 8817-8822.

Fang, Z., Martin, J., & Wang, Z. (2012). Statistical methods for identifying differentially
expressed genes in RNA-Seq experiments. Cell & Bioscience, 2(1), 26.

Fedurco, M., Romieu, A., Williams, S., Lawrence, I., & Turcatti, G. (2006). BTA, a novel
reagent for DNA attachment on glass and efficient generation of solid-phase amplified
DNA colonies. Nucleic Acids Research, 34(3), e22.

Hashimshony, T., Wagner, F., Sher, N., & Yanai, I. (2012). CEL-Seq: single-cell RNA-Seq
by multiplexed linear amplification. Cell Reports, 2(3), 666-673.

He, Y., Vogelstein, B., Velculescu, V. E., Papadopoulos, N., & Kenneth, W. (2008). The
Antisence Transcriptomes of Human Cells. Science, 322(5909), 1855-1857.

Imashimizu, M., Oshima, T., Lubkowska, L., & Kashlev, M. (2013). Direct assessment of
transcription fidelity by high-resolution RNA sequencing. Nucleic Acids Research,
41(19), 9090-9104.

Islam, S., Kjéllquist, U., Moliner, A., Zajac, P., Fan, J.-B., Lonnerberg, P., & Linnarsson, S.
(2011). CEL-Seq: single-cell RNA-Seq by multiplexed linear amplification. Genome
Research, 21(7), 1160-1167.

Kemler, M., Garnas, J., Wingfield, M. J., Gryzenhout, M., Pillay, K.-A., & Slippers, B.
(2013). lon Torrent PGM as tool for fungal community analysis: a case study of
endophytes in Eucalyptus grandis reveals high taxonomic diversity. PloS One, 8(12),
e81718.

Lao, K. Q., Tang, F., Barbacioru, C., Wang, Y., Nordman, E., Lee, C., ... Surani, M. A.
(2009). mRNA-sequencing whole transcriptome analysis of a single cell on the SOLiID
system. Journal of Biomolecular Techniques, 20(5), 266-271.

32



Mardis, E. R. (2008). Next-generation DNA sequencing methods. Annual Review of
Genomics and Human Genetics, 9, 387—402.

Maxam, M. A., & Gilbert, W. (1977). A new method for sequencing DNA. Biochemistry,
2474(2), 560-564.

Mercer, T. R., Gerhardt, D. J., Dinger, M. E., Crawford, J., Trapnell, C., Jeddeloh, J. a, ...
Rinn, J. L. (2012). Targeted RNA sequencing reveals the deep complexity of the human
transcriptome. Nature Biotechnology, 30(1), 99-104.

Metzker, M. L. (2010). Sequencing technologies — the next generation. Nature Reviews
Genetics, 11(1), 31-46.

Mortazavi, A., Williams, B. A., McCue, K., Schaeffer, L., & Wold, B. (2008). Mapping and
quantifying mammalian transcriptomes by RNA-Seq. Nature Methods, 5, 621-628.

Neill, J. D., Bayles, D. O., & Ridpath, J. F. (2014). Simultaneous rapid sequencing of multiple
RNA virus genomes. Journal of Virological Methods, 201, 68-72.

Oborsky, P. (2013). Sekvenovani DNA. Bioprospekt, 1, 5-7.

Olasagasti, F., Lieberman, K. R., Benner, S., Cherf, G. M., Dahl, J. M., Deamer, D. W., &
Akeson, M. (2010). Replication of individual DNA molecules under electronic control
using a protein nanopore. Nature Nanotechnology, 5, 798-806.

Pan, X., Durrett, R. E., Zhu, H., Tanaka, Y., Li, Y., Zi, X., & Marjani, S. L. (2012). Two
methods for full-length RNA sequencing for low quantities of cells and single cells.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America,
110(2), 594-599.

Picelli, S., Faridani, O. R., Bjorklund, A. K., Winberg, G., Sagasser, S., & Sandberg, R.
(2014). Full-length RNA-seq from single cells using Smart-seg2. Nature Protocols, 9(1),
171-181.

Ramskold, D., Luo, S., Wang, Y.-C., Li, R., Deng, Q., Faridani, O. R., ... Sandberg, R.
(2012). Full-Length mRNA-Seq from single cell levels of RNA and individual
circulating tumor cells. Nature Biotechnology, 30(8), 777-782.

Roberts, A., Trapnell, C., Donaghey, J., Rinn, J. L., & Pachter, L. (2011). Improving RNA-
Seq expression estimates by correcting for fragment bias. Genome Biology, 12(3), R22.

Ronaghi, M., Uhlén, M., & Nyrén, P. (1998). DNA SEQUENCING:A Sequencing Method
Based on Real-Time Pyrophosphate. Science, 281(5375), 363-365.

Rosen, C. B., Rodriguez-Larrea, D., & Bayley, H. (2014). Single-molecule site-specific
detection of protein phosphorylation with a nanopore. Nature Biotechnology, 32,
179-181.

Sanger, F., & Coulson, A. (1975). A rapid method for determining sequences in DNA by
primed synthesis with DNA polymerase. J. Mol. Biol., 94, 441-448.

33



Sanger, F., Nicklen, S., & Coulson, A. R. (1977). DNA sequencing with chain-terminating.
Biochemistry, 74(12), 5463-5467.

Sasagawa, Y., Nikaido, I., Hayashi, T., Danno, H., Uno, K. D., Imai, T., & Ueda, H. R.
(2013). Quartz-Seq: a highly reproducible and sensitive single-cell RNA sequencing
method, reveals non-genetic gene-expression heterogeneity. Genome Biology, 14(4),
R31.

Sharon, D., Tilgner, H., Grubert, F., & Snyder, M. (2013). A single-molecule long-read
survey of the human transcriptome. Nature Biotechnology, 31(11), 1009-1014.

Shendure, J., & Hanlee, J. (2008). Next-generation DNA sequencing. Nature Biotechnology,
26(10), 1135-1145.

Schageman, J., Zeringer, E., Li, M., Barta, T., Lea, K., Gu, J., ... Vlassov, A. V. (2013). The
complete exosome workflow solution: from isolation to characterization of RNA cargo.
BioMed Research International, 2013, 1-15.

Tarig, M. A., Kim, H. J,, Jejelowo, O., & Pourmand, N. (2011). Whole-transcriptome
RNAseq analysis from minute amount of total RNA. Nucleic Acids Research, 39(18),
e120.

Torres, T. T., Metta, M., Ottenwiélder, B., & Schlétterer, C. (2008). Gene expression profiling
by massively parallel sequencing. Genome Research, 18(1), 172-177.

Travis, G. C. (2011). Field guide to next-generation DNA sequencers. Molecular Ecology
Resources, 11(5), 759-769.

Zobel, C. R., & Beer, M. (1961). Electron stains. I. Chemical studies on the interaction of

DNA with uranyl salts. The Journal of Biophysical and Biochemical Cytology, 10(16),
335-346.

34



Elektronické zdroje

1. Microarrays. National Center for Biotechnology Information Search database Search term
[online]. 2001, 27. dubna 2014  [cit.  2014-04-27].  Dostupné  z:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/probe/doc/TechMicroarray.shtml

2. CORNEY, David C. RNA-seq Using Next Generation Sequencing. Labome [online]. 2013,
2014-03-29 [cit. 2014-04-27]. Dostupné z: http://www.labome.com/method/RNA-seq-
Using-Next-Generation-Sequencing.html

w

Genome Sequencer FLX System Workflow. In: Youtube [online]. 29. 10. 2008 [vid. 2014-
04-24]. Kanal uzivatele DaftPunkCA. Dostupné Z:
http://www.youtube.com/watch?v=bFENjxKHP8Jc

4. 1st, 2nd, and 3rd Generation Genome Sequencing Technologies. In: Youtube [online].
29.4. 2012 |[vid. 2014-04-24]. Kanal wuzivatele ImGenTechWPI. Dostupné z:
http://www.youtube.com/watch?v=_ApDinCBt8g

ol

. Pyrosequencing. In: Youtube [online]. 8. 12. 2012 [vid. 2014-04-24]. Kanal uzivatele
Kholood Odeh. Dostupné z: http://www.youtube.com/watch?v=UganL_z_m5E

»

. Illumina Sequencing Technology. In: Youtube [online]. 23. 10. 2013 [vid. 2014-04-24].
Kanal uZzivatele Illuminalnc. Dostupné z:
http://www.youtube.com/watch?v=womKfikWIxM

7. Overview of SOLID™ Sequencing Chemistry. Applied Biosystems [online]. 2013, 17. zafi
2013 [cit. 2014-04-27]. Dostupné zZ:
http://www.appliedbiosystems.com/absite/us/en/home/applications-technologies/solid-
next-generation-sequencing/next-generation-systems/solid-sequencing-chemistry.html

<o

. Real-time PCR. Molekuldrné biologické metodiky ve farmakologii [online]. 2007, 15. ledna
2007 [cit. 2014-04-26]. Dostupné zZ:
http://web.Ifhk.cuni.cz/farmakol/interakce/micuda/real-PCR.htm

9. lon semiconductor sequencing. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San
Francisco (CA): Wikimedia Foundation, 2011, last modified on 29 January 2014
[cit. 26. 4. 2014]. Dostupné Z
http://en.wikipedia.org/wiki/lon_semiconductor_sequencing

10. Ton Torrent™ next-gen sequencing technology. In: Youtube [online]. 14. 5. 2013 [vid.
2014-04-25]. Kanal uzivatele iontorrent. Dostupné zZ:
http://www.youtube.com/watch?v=MxkYa9XCvBQ

11. Introduction to SMRT Sequencing. In: Youtube [online]. 5. 12. 2011 [vid. 2014-04-26].
Kanal uzivatele PacificBiosciences. Dostupné zZ:
http://www.youtube.com/watch?v=NHCJ8PtY CFc

35


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/probe/doc/TechMicroarray.shtml
http://www.labome.com/method/RNA-seq-Using-Next-Generation-Sequencing.html
http://www.labome.com/method/RNA-seq-Using-Next-Generation-Sequencing.html
http://www.youtube.com/user/DaftPunkCA
http://www.youtube.com/watch?v=bFNjxKHP8Jc
http://www.youtube.com/user/ImGenTechWPI
http://www.youtube.com/watch?v=_ApDinCBt8g
http://www.youtube.com/channel/UCH5TAcxaKRXGIdGw1x87TZQ
http://www.youtube.com/watch?v=UganL_z_m5E
Illumina%20Inc
http://www.youtube.com/watch?v=womKfikWlxM
http://www.appliedbiosystems.com/absite/us/en/home/applications-technologies/solid-next-generation-sequencing/next-generation-systems/solid-sequencing-chemistry.html
http://www.appliedbiosystems.com/absite/us/en/home/applications-technologies/solid-next-generation-sequencing/next-generation-systems/solid-sequencing-chemistry.html
http://web.lfhk.cuni.cz/farmakol/interakce/micuda/real-PCR.htm
http://en.wikipedia.org/wiki/Ion_semiconductor_sequencing
http://www.youtube.com/user/iontorrent
http://www.youtube.com/watch?v=MxkYa9XCvBQ
http://www.youtube.com/user/PacificBiosciences
http://www.youtube.com/watch?v=NHCJ8PtYCFc

12. Movies: GridION part 1: Nanopore sensing and an introduction to the GridION system.
Oxford Nanopore Technologies [online]. 2014, 27. 4. 2014 [cit. 2014-04-27]. Dostupné
z: https://www.nanoporetech.com/news/movies#movie-21-gridion-part-1

13. Movies: Nanopore DNA sequencing. Oxford Nanopore Technologies [online]. 2014,
27. 4. 2014 [cit. 2014-04-27]. Dostupné Z:
https://www.nanoporetech.com/news/movies#movie-24-nanopore-dna-sequencing

14. Nanopore Sequencing. MIT Technology Review [online]. 2012 [cit. 2014-04-27].
Dostupné z: http://www?2.technologyreview.com/article/427677/nanopore-sequencing/

36


https://www.nanoporetech.com/news/movies#movie-21-gridion-part-1
https://www.nanoporetech.com/news/movies#movie-24-nanopore-dna-sequencing
http://www2.technologyreview.com/article/427677/nanopore-sequencing/

