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Abstrakt

Nasledujici text popisuje historii vyvoje sekvena¢nich metod se zaméfenim na moderni
vykonné metody paralelniho sekvenovani a jejich vyuziti v mikrobiologii. Vyvoj a zdokonalovani
sekvenac¢nich systémi s sebou pfinasi zrychleni a vyrazné snizeni cen, s tim souvisi roz§ifeni spektra
aplikacnich moznosti. Kazdy sekvenac¢ni systém je charakteristicky ur¢itymi specifiky vcetné jistych
uskali pramenicich z principu dané metody, proto ne kazda metoda je schopna pokryt v§echny sméry
mozZnych vyuZiti. Prdce porovndva metody sekvenovani a zabyva se jejich vhodnosti pro konkrétni
typy aplikaci v mikrobiologii. Dostupné sekvena¢ni systémy obvykle délime na tii zakladni
»generace vymezené typickymi konkrétnimi znaky. Mezi metody prvni generace fadime Sangertv a
Maxam-Gilberttv systém, druhd generace zahrnuje metody 454, Illumina, SOLID, Helicos a generace
treti SMRT, lon Torrent a zatim komeréné nedostupné sekvenovani s vyuzitim nanoport. V soucasné
dobé se sekvenovani stava standardni technikou molekularni biologie nejen v z&kladnim
mikrobiologickém vyzkumu, ale nachazi Siroké uplatnéni také v mediciné (rychla identifikace

patogentl, metagenomické studie mikrobiomil lidského téla).

Klicova slova: sekvenovani v mikrobiologii, sekvenovani nové generace, paralelni sekvenovani,
sekvenovani genomut, metagenomika, RNA-Seq, ChIP-Seq, analyza mutaci, identifikace

mikrobialnich patogenii



Abstract

The thesis describes the history of development of sequencing methods with special focus on
the modern effective parallel sequencing methods and their application in microbiology. The
development and improvements of sequencing systems lead to the acceleration of the process and
considerable decrease of price, which consequently allow wider spectrum of applications. Each of the
sequencing systems has its characteristic features including drawbacks stemming from the principle of
the respective method. Not every method suitable for all the applications. In the thesis the sequencing
methods are compared and examined with respect to their appropriateness for certain application fields
in microbiology. The currently available sequencing methods are usually categorized into three
"generations", distinguished by sets of typical features. First generation methods include the systems
of Sanger and Maxam-Gilbert; "next generation" is represented by methods 454, Illumina, SOLID and
Helicos; and finally SMRT, lon Torrent and the commercially not yet available nanopore sequencing
are usually called "next-next generation". Now the sequencing becomes a standard technology of
molecular biology, not only in the basic microbiological research, but it is also widely applied in

medicine (quick identification of patogenes, metagenomic studies of the human body metabiomes).

Keywords: sequencing in microbiology, next generation sequencing, parallel sequencing, genome
sequencing, metagenomics, RNA-Seq, ChlIP-Seq, mutation analysis, identification of microbial

patogenes



1. Uvod

Sekvenovani nukleovych kyselin je jednim z nejvyznamnéjSich objevu v historii molekularni
biologie, protoze ptimo odhaluje zaklad a ptvod variability vSech zivych organismi. Sekvenovani
umoziuje ziskavat informace o primarni struktuie DNA, ktera je dana pofadim nukleotid.

Uplynulo vice neZz 20 let od objeveni struktury DNA v roce 1953 (Watson and Crick, 1953)
po predstaveni Sangerova systému sekvenovani roku 1977. Tento moment byl pro studium DNA
klicovy. Usp&nému sekvenovani DNA ovem piedchazelo sekvenovani RNA, které bylo
zprostiedkovano nékolika sériemi reakci specifického enzymatického §tépeni a separaci fragmentd na
zaklad¢ odlisnych délek. V dobé, kdy jiz bylo bézné sekvenovat RNA (od roku 1965), sekvenovani
DNA mirné zaostavalo, protoze nebyly znamy vhodné endonukleazy specificky $tépici DNA. Usp&ny
systém sekvenovani RNA tedy nemohl byt aplikovan na DNA. V roce 1977 (kratce pied Sangerem)
Maxam a Gilbert predstavili prvni funkéni systém sekvenovani DNA zaloZeny na specifickém
chemickém §tépeni. Prvni revoluce v sekvenovani DNA pfisla se Sangerem a jeho dideoxy metodou.
Metoda slavila Gspéchy pievazné diky moznostem mnohych zdokonaleni a hlavné diky postupné
automatizaci systému. Byly tak vyrobeny prvni automatické sekvenatory schopné produkovat do té
doby nevidané mnozstvi velmi ptesnych sekvenci.

Diky novym moZznostem vyvstala touha po rozlusténi sekvence lidského genomu. Sangerova
metoda je pomérné draha a pomala, nebyla proto idealni pro sekvenace velkych genomu. Projekt
sekvenovani lidského genomu se tak stal impulsem pro vyvoj rychlejsich a levnéjSich metod. DalSi
revoluce nastala s nastupem metody 454 zaloZzené na principu pyrosekvevovani. Od té doby jsme
svédky neustdlého vyvoje novych metod, které jsou pfimym odrazem zdokonalujici se pocitacové
techniky a vyvoje metod molekularni biologie. Nové metody Casto piekonavaji ty starsi, ale presto je
prvni pievratny systém sekvenovani v podob€ Sangerovy metody i dnes vyuzivan diky schopnosti Cist
velmi dlouhé Gdseky DNA (az 1000 bp) a zatim neptekonané piesnosti. S klesajici cenou
za osekvenovanou bazi dochazi k rozsitovani spektra moznosti vyuziti téchto metod.

Piedmétem této prace je srovnani metod sekvenovani se zaméfenim na metody paralelniho
sekvenovani a jejich vyuZziti v mikrobiologii. V prvni kapitole je popsan vyvoj metod sekvenovani
nukleovych kyselin od sekvenovani RNA po nejmodernéjsi provedeni Sangerovy metody. Druhd,
rozsahlejsi kapitola popisuje principy jednotlivych metod paralelniho sekvenovani vzdy s konkrétnim
piikladem praktického vyuZiti v mikrobiologii. Témata zminénych piikladd aplikaci dohromady
piedstavuji soubor nejéastéjSich zplsobti vyuziti sekvena¢nich metod v mikrobiologickych studiich.
V textu jsou popsany pouze metody aplikovatelné v mikrobiologii a dale jen metody doposud
vyuZivané s vyjimkou systému sekvenovani s vyuZitim nanoport. Tento systém neni v soucasné dobé

komer¢né dostupny, ale jiz v tomto roce je ocekavano spusténi prodeje pristrojového vybaveni.



2. Historie vyvoje sekvenovani nukleovych kyselin

2.1. Sekvenovani pied Sangerem

2.1.1. Sekvenovani RNA

V roce 1965 byla osekvenovana prvni nukleova kyselina tRNA pro alanin izolovana
z kvasinek. Nukleova kyselina byla specificky naStépena pankreatickou ribonukleazou a
ribonukledzou T1 (takadiastaza). Pankreaticka ribonukleaza §t€pi RNA za pyrimidiny (cytosin, uracil),
takadiastaza specificky v pozici za guaninem. Nejprve byla tRNA kompletné nastépena témito
nukleazami na kratké fragmenty, nasledné byly ziskany del$i fragmenty limitovanym §tépenim
takadiastazou (0°C, 1h) pro ziskani pfekryvi s fragmenty kompletniho Stépeni. Produkty obou
Stépnych reakci byly rozdéleny na zakladé odlisnych délek pomoci DEAE-celulézové chromatografie
(Holley et al., 1965). Fragmenty kompletniho i limitovaného $tépeni byly alkalicky hydrolyzovany na
mononukleotidy, které byly dale identifikovany na zakladé chromatografické pohyblivosti a
absorpéniho spektra (Zamir et al., 1965). Tento postup byl dostatecny pro uréeni sekvence
dinukleotidt diky znalosti mist specifického Stépeni vySe popsanymi ribonukleazami. Del§i fragmenty
byly sekvenovany $tépenim fosfodiesterazou hadiho jedu (Holley et al., 1964). Tento enzym postupné
odstépuje nukleotidy z 3°-OH konce polynukleotidu (Razzell a Khorana, 1959), ¢imz vznika smés
vSech moznych délek oligonukleotidii, které mohou byt opét déleny chromatograficky. Srovnanim
zastoupeni bazi v parech fragmentu lisicich se o jediny nukleotid Ize vzdy ur¢it 3’-OH koncovy
nukleotid del$iho fragmentu (Holley et al., 1964). Celkova sekvence tRNA pro alanin byla sestavena z
osekvenovanych piekryvajicich se fragmentt (Holley et al., 1965).

V nasledujicich letech byly obdobnym zpusobem osekvenovany i dalsi molekuly RNA. V roce
1967 byla zvefejnéna sekvence 5S ribozomalni RNA z Escherichia coli. Nové bylo vyuZito znaéeni
ribonukleotidti radioaktivnim fosforem %P a dvoudimenzionalni elektroforeticka frakcionace
(Brownlee et al., 1967). Tento druhy systém sekvenovani RNA je o néco jednodussi a rychlejsi, presto
ale pomérné¢ komplikovany. Nové moznosti sekvenovani RNA pfinasi v souc¢asné dob&é moderni

sekvenacni systémy, které obvykle pracuji se sekvenaci cDNA.

2.1.2. Sekvenovani DNA
Metoda Maxam- Gilbertova (Allan M. Maxam a Walter Gilbert)

Stejné jako prvni metody sekvenovani RNA, i Maxam-Gilbertav systém sekvenovani je
zaloZen na specifickém §tépeni, v tomto piipadé ale chemickém (nikoli enzymatickém), dale také
vyuzivé radioaktivni znaGeni *°P.

Principem vlastni Maxam- Gilbertovy metody je specificka chemicka modifikace urcité baze
v molekule DNA a nésledné Stépeni v modifikovaném misté. Zakladem pro Stépeni mize byt ssDNA i

dsDNA (dsDNA je pted sekvenaci nejprve denaturovana a vlakna jsou od sebe elektroforeticky



oddélena). Kazdé vlakno je vzdy na jednom konci znagené *P. Typicky se pracuje se ¢tyfmi §tépnymi
reakcemi, v kazdé reakéni nadobé dochazi ke stépeni v odlisnych pozicich ($tépeni v pozici A+G, G,
C a C+T). Idealn¢ probiha $tépeni za takovych podminek, aby kazdé vlakno bylo $tépeno pouze
V jednom misté, a aby poloha pfislusné §tépené vazby byla ndhodna. Tim vznikne soubor rtzné
dlouhych radioaktivné znacenych fragmentd. Produkty vSech reakci jsou rozdéleny denaturaéni
polyakrylamidovou elektroforézou pro kazdou reakci zvlast. Délky fragmentt ptislusné reakce pak
uréuji pozice relevantnich nukleotiddi. Detekujeme-li naptiklad v reakci ,,C* fragmenty o délkach 20,
21 a 28 nt, lze odvodit, Ze v sekvenci se cytosin nachazi pravé v nasledujicich polohach za témito
pozicemi. Vysledna sekvence pak vzejde z porovnani elektroforetogramti pro vSechny §tépné reakce.
(Maxam and Gilbert, 1977).

2.2. F.Sanger

2.2.1. ,,Plus a minus“ metoda

V roce 1975 F. Sanger spole¢né s A.R. Coulsonem publikovali metodu sekvenovani zaloZenou
na replikaci DNA, vyuZivajici DNA polymerazu | (z E. coli), T4 DNA polymerazu (z bakteriofaga T4)
a radioaktivné zna¢ené (*P) deoxyribonukleotidy. Tato metoda je nazyvana ,,plus a minus* a operuje
S riznym mnozstvim limitujicich deoxyribonukleotidli. Nejprve DNA polymeraza I nasedne na
komplex primer-templat a prodluZuje vliakno DNA s vyuzitim vSech ¢tyf nukleotidu, jeden z nich je
znaden *P. V idealnim piipadé by syntéza viech vldken méla byt asynchronni, diky ¢emuz vznikne
mnozstvi odlisné dlouhych oligonukleotidd. Smés oligonukleotidi stale hybridizovanych s templatem
je rozdélena do 8 reakcnich nadob. Déle se pracuje ve dvou odliSnych systémech, které jsou na zaver
porovnavany. Kazdy systém umoznuje Cist pouze takové sekvence, kde se jednotlivé baze stiidaji.
V sekvenci, kde se vyskytuje vice identickych bazi za sebou, neni mozné odhadnout jejich pocet, to
umozni az kombinace obou systémdl.
,-Minus systém*

Ctyfi reakéni smési jsou inkubovany s DNA polymerdzou I a tfemi typy dNTP, v kazdé
z téchto reakcénich smési chybi vzdy jeden typ dNTP. Pokud je chybéjicim nukleotidem dATP, syntéza
kon¢i na pozici pred jeho zafazenim za normalnich podminek. DNA je denaturovana (pro oddéleni
nové syntetizovanych vldken od templatu) a nasledn€ jsou fragmenty déleny denaturacni
polyakrylamidovou elektroforézou na zakladé odlisnych délek. Protoze kazdy fragment v minus A
systému kon¢i vzdy na pozici pfed zafazenim dATP, zjistime takto jeho pozici na zékladé
autoradiografie.
,»Plus systém*

Zbylé Ctyti reakéni smési jsou inkubovany s T4 polymerdzou vzdy s jednim typem dNTP
(Sanger and Coulson, 1975). V pfitomnosti jednoho typu dNTP DNA polymeraza z faga T4 degraduje

exonukledzovou aktivitou dsDNA od 3’- OH konce, dokud neodstépi nukleotid odpovidajici jedinému



pritomnému nukleotidu Vv reakéni nadobé. IThned je odstépeny nukleotid nahrazen totoznym
nukleotidem a reakce se zastavi (Englund, 1971). Fragmenty jsou stejné jako v minus systému déleny
na polyakrylamidové elektroforéze. Pokud je jedinym pfitomnym nukleotidem dATP, vSechny
fragmenty jim také konci. Pozici A tak mizeme detekovat. Produkty plus A systému byvaji obvykle o
jednu bazi delsi nez odpovidajici produkty minus A systému. Pokud je zde ptitomno vice zbytka
dATP, je mozné odhadnout pocet stejnych po sobé jdoucich bazi (zbytkli dATP) na zakladé rozdilu
délky fragmenttt DNA.(Sanger and Coulson, 1975).

2.2.2. Dideoxy metoda (,,Sangerova“)

Kratce po publikovani Maxam- Gilbertovy metody (Unor 1977) byla na konci roku 1977
publikovdna tzv. Sangerova metoda. Tato metoda vyuzivad 2°,3’-ddNTP (dideoxynucleotide), které
neobsahuji 3’- OH skupinu a po zatazeni polymerazou do fetézce DNA pfi replikaci neumoziuji jeho
dal$i prodluZovani. Princip ukonceni syntézy DNA zatazenim ddNTP byl publikovan jiz v roce 1969
(Atkinson et al., 1969). Reakce probihd ve Ctyfech oddélenych reakénich smésich. Kazda obsahuje
templat, primer, DNA polymerazu, viechny ¢tyfi ANTP (jeden z nich je znagen *P) a vidy jeden
ddNTP v malém mnozZstvi. Zatazeni ddNTP probiha ndhodné a vzdy ukoncuje syntézu DNA. Vznikaji
tak rizn¢ dlouhé fragmenty ukoncené piislusnym ddNTP. Detekce fragmentli probihd stejn¢ jako u
,»plus a minus metody*“ pomoci autoradiografie fragmentii na denatura¢nim polyakrylamidovém gelu.
(Sanger et al., 1977b).

V roce 1980 byla F. Sangerovi a W. Gilbertovi udélena Nobelova cena za sekvenovani DNA

(http://mww.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/1980/).

2.2.2.1. VylepSeni Sangerovy metody

Pivodni provedeni dideoxy metody umoznovalo sekvenovat DNA o délce ptfiblizné 100
nukleotidii. Zavedenim velmi tenkych a velkych gelti a nahrazenim *P radioaktivnim izotopem siry
®S, ktery poskytuje ostiejsi vizualizaci fragmentd na elektroforéze, bylo dosazeno prodlouzeni
sekvenovanych usekil az na 400 nukleotidl. Dalsiho prodlouzeni délky ¢tenych fragmentii (az na 1000
bazi) bylo dosazeno zavedenim fluorescen¢niho znaceni a kapilarni elektroforézy (pro vice informaci

review Hutchison, 2007; Niedringhaus et al., 2011).

Zavedeni fluorescen¢niho znaceni

Pavodni protokol byl c¢asové naroény zdivodu dlouhé doby nutné pro expozici
autoradiogramu. Prelomem se proto stala pfiprava fluorescencné znacenych primert. Pro reakci
s kazdym dideoxynukleotidem byl zvolen primer s odli$nou fluorescenéni znac¢kou. Tato modifikace
Sangerovy metody umoznila elektroforetickou separaci fragmentti v§ech ¢tyf reakei najednou a z toho

plynouci ¢astetnou automatizaci sekvenovani. Fluorescence byla snimana detektorem (Smith et al.,


http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/1980/

1986). Dalsi moznosti je ptimo fluorescenéni znaceni jednotlivych dideoxynukleotidi (Prober et al.,
1987).
Kapilarni elektroforéza

Zasadni limitaci klasické gelové elektroforézy pouzivané pro sekvenovani je ¢as potiebny
k separaci DNA a naro¢na pfiprava tenkych a velmi velkych gelt. Jestlize pro urychleni separace
fragmentd DNA aplikujeme pfili§ vysoké napéti, dochazi k nadmérnému zahiivani elektroforetické
soupravy. Pokud ale elektroforéza probiha v tenkych kapilarach (typicky o priméru 50-100 pm),
muzeme aplikovat vyssi napéti (Luckey et al., 1990), protoZe kapilary maji na jednotku objemu vétsi
povrch, ktery tak slouZi k odvadéni tepla (Swerdlow et al., 1991).

Déle bylo nezbytné zdokonalit metodu tak, aby bylo moZné sekvenovat vice vzorki najednou.
Tento problém vyvstal zejména s iniciativou osekvenovat lidsky genom (Cantor, 1990). Paralelni
sekvenovani vice vzorki umoziuje CAE (capillary array electrophoresis, soustava kapilarnich
elektroforéz), kde je seskupeno vice kapilar pohromadé (Huang et al., 1992). CAE je vyuZivana
k separaci fluorescentné znacenych produkti ziskanych sekvenovanim pomoci Sangerovy metody
(Obrazek 1). D¢leni fragmentii v CAE uspotadani probiha paralelné v 16-96 kapilarach a bylo pouZito
pro prvni sekvenovani lidského genomu (Hert et al., 2008) a vyuZiva se dodnes (Niedringhaus et al.,
2011).
PCR (polymerase chain reaction)

Velkym piinosem pro zjednoduSeni sekvenovani bylo zavedeni metody PCR, kterou vynalezl
Kary Mullis v roce 1983. Metoda slouzi k amplifikaci DNA a byla poprvé publikovana v roce 1985
(Saiki et al., 1985), detailngji potom v roce 1986 (Mullis et al., 1986). Do objevu PCR spocivala
ptiprava vzorkl pro sekvenovani v dostatecném mnozstvi v amplifikaci klonovanych fragmenti DNA
v bakteriich. PCR se tak stala rychlejsi a snazsi alternativou, vyuZivanou v mnoha obménach dodnes
nejen pro klasické Sangerovo sekvenovani, ale i v metodach nové generace.

V roce 1993 byla za vynalez PCR udélena Nobelova cena
(http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/1993/).
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Obrazek 1. Automatizovana Sangerova metoda. Primer hybridizovany stemplatem je prodluZzovan polymerazou
Vv pfitomnosti vSech ¢tyf dNTP a ctyf odlisné fluorescenéné znacenych ddNTP. Vyslednd smés fluorescenéné znacenych
fragmentil je délena na zdklad¢ odlisnych délek kapilarni elektroforézou. Fluorescence je snimana detektorem po ozateni

laserem (ptevzato a upraveno Voet, D and Voet J.G, 2011).

2.2.3. Sanger a sekvenovani prvnich genomi

V roce 1977 Sanger osekvenoval prvni kompletni genom, genom bakteriofdga ®X174 pomoci metody
»plus a minus“(Sanger et al., 1977a). V roce 1978 byl genom faga ®X174 resekvenovan dideoxy
metodou (Sanger et al., 1978). V nasledujicich letech byly ziskany sekvence dal$ich vird nebo
napiiklad sekvence organelovych DNA (mitochondrie, chloroplasty), ale prvni kompletni genom
bunééného organismu byl publikovan az v roce 1995. V tomto roce byly zvetejnény sekvence dvou
bakteridlnich genomt, genom Haemophilus influenzae (Fleischmann et al., 1995) a Mycoplasma
genitalium (Fraser et al., 1995). Zajimavé je podotknout, Ze celkova cena za osekvenovany pér bazi
H. influenzae vy3plhala na 0,48 dolaru (Fleischmann et al., 1995). Casovou naroénost sekvenovani
prvnich genomi demonstruje doba potiebna k osekvenovani malého genomu (580 070 bp)
M.genitalium. Sekvenovani probihalo na osmi piistrojich po dobu 8 tydnt (Fraser et al., 1995). O dva
roky pozdé&ji, v roce 1997, byly zvefejnény sekvence genomti modelovych bakteridlnich organismt
E. coli (Blattner et al., 1997) a B. subtilis (Kunst et al., 1997). Pro srovnani s rokem 1995, kdy byly
zvetejnény pouze 2 sekvence kompletnich genomtl, v zaii 2012 bylo uvedeno v databdzi genomovych
sekvenci GOLD (Genomes OnLine Database) ptes 2000 kompletnich sekvenci genomu (Graf 1),
prevazné bakteridlnich
(http://www.genomesonline.org/cgi-bin/GOLD/index.cgi?page_requested=Statistics). Tento pokrok
byl umoznén diky vykonnym metodam paralelniho sekvenovani, které jsou rychlé a o mnoho levngjsi
(Tabulka 1 na str. 32).
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Graf 1. Projekty sekvenace celych genomii. Prudky narist zvefejnénych sekvenci genomii zaznamenavame po roce 2005,
kdy byl zaveden prvni systém paralelniho sekvenovani (ptevzato a upraveno http://www.genomesonline.org/cgi-

bin/GOLD/index.cgi?page_requested=Statistics).

3. Metody paralelniho sekvenovani

Nasledujici metody maji nckolik spole¢nych znakd, kterymi se odliSuji od Sangerova
kapilarniho systému. Tyto systémy nejsou zavislé na elektroforetické separaci fragmentd, z toho plyne
moznost analyzovat mnohonasobné vétsi mnozstvi vzorkdl najednou, nejsme jiz omezeni poctem
kapilar. Na rozdil od Sangera tak sekvenovani probiha rychleji. Jistou limitaci stale zstavaji finanéni
naklady, i kdyZ v porovnani se Sangerem je zde cena za osekvenovanou bazi o nekolik fadi nizsi a
stale klesa. V mnoha rysech byla Sangerova metoda piekondna, v piesnosti sekvenovani si ale stale
udrzuje prvenstvi. Vystupem vysoce vykonnych metod je pfevratné mnozstvi sekvenacnich dat, s tim
ovSem souvisi vy$si pravdépodobnost vzniku chyb a ndrocnost nésledné analyzy pifi sestavovani
kompletni sekvence DNA. Narocné vyhodnocovani dat usnadnuji softwarové programy a nebyt
velkého pokroku pocitatové techniky, tyto pokrocilé systémy by nikdy nemohly byt vyvinuty. U
metod zavislych na amplifikaci fragmenti DNA je nepfesnost kompenzovana mnozstvim identickych
kopii DNA (vytvorenych amplifikaci) sekvenovanych zarover.

Vyvoj metod sekvenovani prosel nékolika etapami, které jsou velice specifické a odlisné,
proto je vhodné tato obdobi n&jakym zplsobem roztiidit. Nejéastéji byva pouzivano déleni podle
generaci. Mezi metody sekvenovani prvni generace fadime metodu Maxam-Gilbertovu a Sangerovu,
nasleduji metody druhé a tfeti generace, které budou popsany v nasledujicim textu.

U kazdého zminéného systému nésledujicich dvou generaci sekvenovani je piedstaven ptiklad
vyuZiti v mikrobiologii typicky pro danou metodu. VSechny piiklady praktickych aplikaci dohromady
ptredstavuji piehled nejcastéjSich zpusobu vyuZiti v mikrobiologickych studiich a tykaji se téchto

témat.
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1) Genomika (de novo sekvenovani genomtl, srovnavaci genomika) a metagenomika
2) Detekce mutaci
3) Analyza transkriptomu
4) ldentifikace patogentl, evolu¢ni studie
5) Studium vazebnych mist proteinti na DNA
6) Epigenetika

Zpusoby vyuziti jednotlivych metod nejsou striktné dané, vybér konkrétni metody je urcen
nékolika faktory: cenou, rychlosti sekvenovani, chybovosti, dostupnosti pfistrojového vybaveni a
délkou c¢tenych fragmentt (Tabulka 1). Odlisné metody jsou proto vybirany pro rizné aplikace.
Schopnost poskytovat dlouhé sekvence je preferovana pii sekvenovani Uplnych genomt (de novo),
naopak kratSi sekvence jsou postacujici pro studium transkriptomt, detekci mutaci a studie, kdy
sekvenujeme genom jiz diive sekvenovany (resekvenace), nebo zname sekvenci genomu blizce
ptibuzného organismu a genomy porovnavame Snoveé osekvenovanymi (Srovnavaci genomika).

Rychlé systémy jsou vybirany pro klinické aplikace naptiklad pfi identifikaci patogent.

3.1. Sekvenovani druhé generace (NGS, ,,Next-Generation Sequencing®)

Mezi metody sekvenovani druhé generace obvykle fadime systémy zaloZené na principu
sekvenovani syntézou nebo ligaci. Sekvenovani syntézou vyuZiva aktivity polymerazy a je zaloZené
na detekci pravé zafazenych nukleotidi do nové vznikajiciho fetézce pti replikaci DNA. Sekvenovani
ligaci vyuZiva vlastnosti enzymu ligazy, ktery k primeru pfipojuje specificky znacené oligonukleotidy
hybridizované na zakladé¢ komplementarity s templatovym vlaknem.

V této kapitole budou popsany z&kladni principy metod Pyrosekvenovani, Illumina, SOLID, a
Helicos. Uvedené systémy maji nékolik spole¢nych charakteristik.

1) Metody jsou zaloZené na optické detekci fluorescence nebo v piipadé pyrosekvenovani na optickém
snimani svételného zablesku. Fluorescenéni a svételné signaly jsou snimany CCD (charge-coupled
device) kamerou.

2) Samotnému sekvenovani predchazi fragmentace DNA. Stépeni DNA je nutné a souvisi s omezenou
maximalni délkou ¢tenych fragmentt.

3) Na fragmenty DNA jsou ptipojovany adaptery nezbytné pro jejich amplifikaci a sekvenovani.

4) Dalsim spolecnym znakem této generace je amplifikace fragmenti DNA pied samotnym
sekvenovanim pro zesileni fluorescen¢niho nebo svételného signalu.

5) Systémy jsou charakteristické stfidanim promyvacich a detekénich krokl (,,wash-and-scan
sequencing“). DNA je nejprve zasobena nukleotidy, které se zacleni v pfipadé¢ komplementarity
k templatu. Nezatazené nukleotidy jsou vymyty, zafazené nukleotidy do vlakna DNA jsou

detekovany.



Metoda Helicos se v nékolika charakteristikach lisi a fadi se tak na pomezi metod této a tieti generace.
Metoda je zalozena na sekvenovani jednotlivych molekul bez PCR amplifikace, ale jesté vyuziva

»,wash-and-scan® systém.

3.1.1. Pyrosekvenovani

Vroce 1996 byla publikovana novd metoda sekvenovani zcela odliSna od ptedchozich,
zalozena na detekci aktivity DNA polymerazy b&hem procesu replikace (Obrdzek 2). Ptipojeni
nukleotidu do fetézce DNA uvolni pyrofosfat, ktery je vnadvazné reakci zpracovan za vzniku
svételného kvanta. To je zaznamenano detekénim systémem (Ronaghi et al., 1996).

Aby mohlo byt pyrosekvenovani pouZzivano rutinné, bylo nutné vylepsit postup a odstranit
nékolik nedostatkd.

1) Nahrazeni dATP jeho analogem- dATPaS (deoxyadenosine a- thiotriphosphate). dATP byl totiZ
rozeznavan luciferazou, coz vedlo ke zkreslovani vysledku. dATPaS je usp&$né rozezndvan DNA
polymerazou a zaroven jej nerozpoznava luciferaza (Ronaghi et al., 1996).

2) Vyuziti enzymu apyrazy. Pro prub¢h sekvenovani bylo diive nezbytné zatfazeni promyvaciho kroku,
kdy se nezaclenéné deoxynukleotidy musely odstranit vzdy pred pfidanim deoxynukleotidii novych.
AZ vyuzZivani enzymu apyrazy, jez degraduje v kazdém cyklu neinkorporované nukleotidy a
produkované ATP, dovolilo tento vymyvaci krok odstranit (Ronaghi et al., 1998).

3) Zlepseni c¢teni del§ich nukleotidovych sekvenci diky pfidani SSB proteind (single-strand binding
protein) do reakéni smési. Snizila se tak pravdépodobnost vzniku sekundarnich struktur na ssDNA
(Ronaghi, 2000).

4) Zvyseni termostability luciferazy. Pfidani glycin betainu umoznilo sekvenovani pti 37°C, coZ
vyrazné snizilo pravdépodobnost vyskytu nespecifickych hybridizaci a vzniku sekundarnich struktur
(Eriksson et al., 2004).

5) Vyuziti softwarovych algoritmi pro ¢teni homopolymernich tsekd. Pti vyskytu homopolymerniho
Useku v sekvenované DNA o velikosti 5 nukleotidi a vice neni svételny signal Gmérny pocétu
zaclenénych nukleotidd. Pro rozliSeni spravného poctu zaclenénych nukleotidi tak mizeme vyuZzit
softwarové algoritmy (Fakhrai-Rad et al., 2002).

Prvni komer¢ni systém byl ptedstaven v roce 1998 (Ronaghi et al., 1998) po prvni uspésné
sérii nezbytnych vylepSeni metody. Zasadnim momentem pro vyvoj pyrosekvenovani bylo ale az
v roce 2005 zavedeni 454 sekvenaéniho systému firmou 454 Life Sciences (dnes ve vlastnictvi firmy
Roche), kdy se vyrazné zlepsila vykonnost systému, zjednodusila se pfiprava vzorkd a minimalizovalo
se mnozstvi potiebnych chemikalii. Pyrosekvenovani je tedy prvni komeréné dostupny systém NGS
(Margulies et al., 2005).

Systémem 454 bylo poprvé v historii sekvenovani vyuzito emPCR (emulsion PCR) pro
amplifikaci fragmentd DNA (Margulies et al., 2005). Metoda emPCR byla zavedena v roce 2003

(Nakano et al., 2003). Piiprava vzorkt pied amplifikaci zahrnuje navazani adapterti na vldkna DNA.



Adapter na 5’- P konci obsahuje biotin, coz umozni vychytani streptavidinovymi kulickami. Kulicky s
DNA jsou spolu s ostatnimi slozkami PCR smési ve vodném roztoku a emulznim olejem dukladné
protfepany. Dojde tak k vytvofeni tzv. mikroreaktorti (kapky reakéni smési v oleji). Obvykle vétSina
mikroreaktorti obsahuje pouze jeden fragment DNA vazany na jednu streptavidinovou kulicku. Béhem
emPCR vznikaji miliony identickych kopii DNA fragmentu vazanych na jedné kuli¢ce. Po PCR reakci
jsou kulicky vyjmuty z oleje a ¢istény. Kulicky bez navazané DNA jsou vyrazeny, stejné tak i ty, které
vazi vice odlisSnych fragmenti DNA (http://www.454.com/downloads/news-events/how-genome-
sequencing-is-done_FINAL.pdf; Margulies et al., 2005).

Sekvenovani probiha na specialni pikotitra¢ni desticce (PicoTiter Plate) s jamkami o objemu
75 pikolitr, do kterych jsou umistény kulicky obalené¢ amplifikovanymi fragmenty DNA a dale
kulicky s navdzanymi enzymy dtlezitymi pro pyrosekvenaéni reakci (sulfurylaza a luciferaza).
Rozméry jamek jsou navrzeny tak, aby v kaZzdé byla pouze jedna kuli¢ka s navazanou DNA (Obrézek
2 A). Pies pikotitra¢ni desticku postupné protékaji vSechny ¢tyfi nukleotidy. V kazdy okamZik jsou
ptitomné pouze nukleotidy jednoho typu (na Obrdzku 2 je to dCTP). Pokud je ptitomny nukleotid
komplementarni k templatovéemu vlaknu, dojde k jeho ptipojeni polymerazou k nové vznikajicimu
vldknu DNA, jestliZze neni, nestane se nic. Po za¢lenéni nukleotidu do vlakna DNA dojde k uvolnéni
pyrofosfatu, ktery je pfeveden na ATP enzymem sulfurylazou (Obrézek 2 B). Nasledné je molekula
ATP spotiebovana luciferazou a vznika detekovatelny svételny signal. Svételny signal je sniman CCD
kamerou. Pokud je v sekvenci DNA ptitomen homopolymerni tsek, dojde k za¢lenéni vice nukleotid
a sila svételného signalu je potom umeérna poctu ATP (Margulies et al., 2005).

Ptistrojové vybaveni pro 454 sekvenovani je dostupné ve dvou provedenich- GS FLX a

jednodussi mensi provedeni GS Junior (Eisenstein, 2012).
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Obréazek 2. Pyrosekvenaéni reakce A) Kuli¢ky s amplifikovanou DNA jsou naneseny do jamek pikotitra¢ni desticky
(celkem 1-2 miliony kuli¢ek). Systémem jamek protékaji postupné viechny &tyti nukleotidy (zde dCTP). V jamkach jsou

dale kulicky s navazanymi enzymy sulfuryldzou a luciferdzou

B) Pokud je nukleotid komplementarni k templéatu, za¢leni se do rostouciho vlakna DNA. Uvolnény PPi (pyrophosphate) je
enzymem sulfuryldzou pieveden na ATP reakci s APS (adenosine phosphosulfate). ATP je vyuzito na pteménu luciferinu

v oxoluciferin a dojde k uvolnéni svételného signalu, ktery je sniman CCD kamerou. (pfevzato a upraveno Metzker, 2010)

3.1.1.1. Pyrosekvenovani a genomika

Zavedeni 454 pyrosekvenovani bylo pro genomiku revoluci. Sangerova metoda je postupné
nahrazovana moderngj§imi vykonngj§imi metodami, i kdyz stale byva pouZivana v menSich
sekvenacnich projektech, pro sekvenovani obtizné ctenych usekii a dale pro uzavirani mezer pii
sekvenaci kompletnich genomt (Cardenas and Tiedje, 2008). Prvni sekvena¢ni projekty celych
genomil 454 metodou byly dopliovany Sangerovym kapilarnim systémem, protoZe produkovaly ptilis
kratké sekvence, jen okolo 100 nukleotidi (Goldberg et al., 2006). S postupnym zdokonalovanim
(dnes se délka Ctenych fragmentl téméf vyrovnava Sangerovi) se 454 systém stal rutinni uspéSnou
technikou pro de novo sekvenovani genomi, zejména mikroorganismt (Novais and Thorstenson,
2011). S chybovosti metody ovSem souvisi nutnost sekvenovat kazdy fragment nezavisle vicekrat
v ramci jednoho sekvenacniho béhu (~30x, tzn. 30 nezavislych cteni totozné sekvence). Nutnad mira
vicendsobné sekvenace jednotlivych fragmentli se odviji také od komplexity sekvenovaného genomu
(repetitivni nebo homologni Gseky) a kvality softwaru vyuzivaného pro sestaveni genomové sekvence
(Aury et al., 2008).
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Sestavovani Uplnych genomu je finan¢né i ¢asové naro¢né. V ptipadé srovnavacich analyz
jsou mnohdy postacujici hrubé sekvence, které jsou porovnavany s diive osekvenovanymi ptibuznymi
kmeny stejného druhu. Studie tohoto typu byla provedena na klinickém izolatu Francisella
tularensis poddruh holarctica. Vysledkem bylo napiiklad zjisténi mutace v genu pro gyrazu
zpusobujici rezistenci k antibiotiku quinolonu (La Scola et al., 2008). Podobné studie mohou pomoci
rychle detekovat geny kodujici virulen¢ni faktory, zmény v genomu nebo geny pro rezistence

k antibiotikiim Vv pfipadé nahlého vyskytu nebezpe¢nych kment mikroorganismu.

3.1.1.2 Pyrosekvenovani jako nastroj metagenomiky

Systém 454 je v metagenomickych studiich ¢asto metodou prvni volby diky dobré dostupnosti
ptistrojii a schopnosti ¢ist pomérné dlouhé Useky DNA ve srovnani s ostatnimi metodami NGS.
Dulezité je, ze metagenomika pracuje bez nutnosti kultivace mikroorganismi. VétSinu bakterii totiz
nejsme schopni kultivovat v laboratornich podminkach, ¢asto z divodu jejich souziti ve slozitych
provazanych spolecenstvech. Odhaduje se, Ze pouze necelé 1% bakterii je Kultivovatelnych (Snyder et
al., 2009).

Metagenomicky pfistup zahrnuje sekvenaci vzorku celkové DNA mikrobidlni populace a
nasledné srovnavani s dostupnymi sekvencemi v databazich (MacLean et al., 2009) za ucelem
identifikace pfitomnych mikroorganismii nebo jen urcitych genti v daném vzorku (Snyder et al., 2009).

Metagenomika rovnéz analyzuje populace mikroorganismi za ti¢elem odhaleni metabolickych
procesi, které jsou dulezité nejen pro jejich samotny rust, ale jimiz také mohou ovliviiovat okolni
prostiedi. Typickym pfikladem metagenomické studie byla analyza nékolika riznych biomu (do
analyzy byly zahrnuty naptiklad mikrobiomy korali a suchozemskych organismi). VétSina geni
»Zakladni vybavy* byla nalezena v genomech vSech mikrobialnich spolecenstev, ale zastoupeni geni
pro ruzné specifické metabolismy se ménilo napti¢ zkoumanymi biomy. Jako ptiklad lze uvést, ze
~20% gent mikrobialnich obyvatel koralt souviselo s respiraci (musi se vyrovnavat se zménami
koncentrace kysliku béhem dne a noci ,,pfepinanim mezi aerobni a anaerobni respiraci), zatimco u
mikrobll zijicich v zazivacim traktu suchozemskych organismli byla zjiSténa pouze 3% (stabilné
anaerobni prosttedi, jediny typ respirace). Zjisténé rozdily mezi metagenomy tak umoznuji predikovat
ekologické podminky danych prostiedi (Dinsdale et al., 2008).

Castym tématem metagenomickych studii je analyza mikroorganismii pfitomnych na povrchu
i uvniti lidského téla. Na analyzu mikroorganismi, které maji vliv na lidské zdravi, je zaméien
»projekt lidského mikrobiomu* (Human Microbiome Project), ktery ma jako hlavni cil testovat, jak
souvisi zmény v lidském mikrobiomu se zdravim a nemocemi (http://www.hmpdacc.org; Mardis,
2008).

Ptistup ke studiu mikrobialnich populaci bez potieby kultivace je také vybornym nastrojem
pro sledovani Sifeni genli pro rezistence k antibiotikiim, ke kterému dochazi horizontalnim genovym

prenosem (Garmendia et al., 2012).
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Pyrosekvenovani se také vyuziva pii metagenomickych studiich zaméfenych na vyhledavani
gent pro nové dosud nezndmé specializované metabolity (nejen antibiotika). Geny pro biosyntézu
sekundarnich metabolitd jsou obvykle soustfedény do genovych shlukii (skupiny tzce funkéné
propojenych gent) bakterialniho chromozomu. Kromé genti pro syntézu obvykle genové shluky
obsahuji také geny regulace dané biosyntetické drahy a rezistenci ke kone¢nému produktu. Pokud by
byly sekvenaci nekultivovatelnych mikroorganismi detekovany genové shluky pro novy
specializovany metabolit, mohla by byt tato eDNA (environmental DNA) klonovdna do b&zné
kultivovatelnych bakterii. Diky uspofadani genti ve shlucich je zde Sance Gsp&$ného naklonovani
vSech potiebnych geni pro biosyntézu dané latky pro zajisténi produkce nového specializovaného
metabolitu (Brady et al., 2009).

3.1.2. lllumina

V roce 2006 Illumina (dfive Solexa) predstavila svlij prvni sekvenacni systém zaloZeny na
sekvenovani syntézou (http://www.illumina.com/technology/solexa_technology.ilmn), pro ktery je
typicka detekce fluorescencné znacenych reverzibilng termina¢nich deoxynukleotidi. Kazdy nukleotid
je na 3’- OH chemicky inaktivovan. Tato modifikace zabraiuje pokracovani syntézy DNA a umoziiuje
tak detekci pravé zaclenéného nukleotidu. Pred pfidanim novych nukleotidi v dalsim cyklu je
modifikace odstranéna (Mardis, 2008). Sekvenacni systém zahrnuje tfi kroky - pfipravu knihovny,
tvorbu shlukd (specificky zpusob amplifikace pro tuto metodu) a samotné sekvenovani

(http://www.illumina.com/documents/products/brochures/brochure_genome_analyzer.pdf).

1) Piiprava knihovny (Obrazek 3): Metoda Illumina standardné vyuZiva fragmentaci DNA
nebulizaci (Quail et al., 2008). V nebulizéru je DNA mechanicky fragmentovana prichodem skrz
maly otvor pusobenim stlaceného vzduchu (nebo dusiku). Vznikd heterogenni smés dsDNA
fragmentl, nékteré maji zatupené konce, jiné jsou s ptesahy na 3’- OH nebo 5'- P konci (Knierim et
al., 2011). Presahy fragmentt DNA jsou odstranény zatupenim a na kazdé vlakno DNA je pfipojen
dATP Klenowovym fragmentem DNA polymerdzy | (postrada exonukledzovou aktivitu). Na oba
konce dsDNA fragmenti jsou pomoci takto vytvofenych A-piesahti navazany adaptery, které obsahuji
sekvence slouzici jako primery pro naslednou amplifikaci a sekvenaci. Adaptery jsou rovnéz
komplementarni k oligonukleotidiim, kterymi je pokryta sekvena¢ni desti¢ka. Nakonec jsou gelovou
elektroforézou vybrany fragmenty o velikosti 200-250 bp, které jsou pomoci PCR amplifikovany
(Croucher et al., 2009).
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Obréazek 3. P¥iprava knihovny

(pfevzato a upraveno http://www.illumina.com/documents/products/brochures/brochure_genome_analyzer.pdf)

2) Vytvareni shluka (Obrazek 4): Knihovna s navazanymi adaptery je denaturovana a jednofetézcové
fragmenty jsou navazany jednim libovolnym koncem na povrch specidlni sklenéné desticky (Flow
Cell) na zakladé komplementarity adapterti k oligonukleotidim, kterymi je desticka pokryta (Mardis,
2008). 3’- OH konec oligonukleotidu na desti¢ce slouzi jako primer pii syntéze komplementarniho
vldkna DNA, které bude pozdgji templatem pii sekvenaci. VIakno, které v prvnim kroku slouZilo jako
templat pro syntézu komplementarniho vlidkna je denaturaci odstranéno. VI&kno, které zistalo
navazané na desti¢ce, hybridizuje svym 3’- OH volnym koncem s dalSim oligonukleotidem vazanym
na desti¢ce za vzniku mistku (,,bridge™ structure, ,,bridge amplification), ¢imz také vznika ptilezitost
pro syntézu nového vldkna. Oligonukleotid vazany na desti¢ce, Snimz pravé hybridizuje konec
ohnutého ,,mistkového* vlakna, slouzi nyni jako primer, vlakno tvofici mistek pfedstavuje templat.
Cyklickym opakovanim hybridizace (vytvoii se novy mistek), polymerace (vznikne dsDNA mistek) a
denaturace (d& vzniknout dvéma ssDNA vlaknim, které dale tvofi nové mustky), vznikaji shluky
amplifikované DNA (shluky mustka), kdy vznikne az 1000 kopii z kazdého ptivodniho templatu DNA
v oddélenych shlucich. DNA je nasledné linearizovana denaturaci a Stépena uvnitt adapterové
sekvence (templatem pro sekvenaci je pouze jedno vlakno, druhé vldkno je proto specifickym
Stépenim v adapterové sekvenci oligonukleotidu odstranéno). V disledku denaturace a S$tépeni
zustanou na desti¢ce pouze ssSDNA vlakna ur¢ena k sekvenovani (Bentley et al., 2008).

V systému cBot firmy Illumina pro piipravu shluku je 3’- OH konec DNA i oligonukleotidii na
desti¢ce po linearizaci a $tépeni zablokovan (Obrazek 4 C), aby nedochazelo k dalSim interakcim
narudujicim sekvenaci. Nakonec jsou pfidany sekvenaéni primery, které hybridizuji s adapterovou
sekvenci volného 3’- OH konce DNA.

(http://mwww.illumina.com/documents/products/datasheets/datasheet_cbot.pdf)
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Obréazek 4. Vytvareni shluki na desti¢ce (Illumina cBot Cluster Generation System) (A) Fragmenty DNA hybridizuji
s oligonukleotidy na desti¢ce, které hraji roli primerti pro syntézu komplementarniho vldkna. Po syntéze komplementarniho
vlékna dojde denaturaci k odstranéni templatu. (B) VI&kna hybridizuji svym 3’- OH volnym koncem s oligonukleotidem
vazanym K destiéce za vzniku mustkd. Nasleduje syntéza komplementarniho vldkna, vznikaji dsDNA mustky a jejich
denaturaci dvé ssDNA vlakna. Cyklus hybridizace, polymerace a denaturace se opakuje. (C) Shluky dsDNA mustkd jsou
denaturovany, nesekvenované vlakno je odstépeno. 3’- OH konce jsou blokovéany a sekvenovana vldkna mohou hybridizovat

se sekvenaénimi primery (Pfevzato a upraveno http://www.illumina.com/documents/products/datasheets/datasheet_chot.pdf).

3) Sekvenovéani (Obrazek 5): Desticka je umisténa do pfistroje, kde je kazdy shluk zadsoben DNA
polymerazou a v§emi ¢tyfmi odlisné fluorescen¢né znacenymi nukleotidy. VSechny nukleotidy jsou na
3’- OH chemicky inaktivovany, aby se tak zajistilo zaclenéni pouze jednoho nukleotidu v kazdém
cyklu. Inkorporovany nukleotid detekujeme na zakladé fluorescence. Nasleduje krok, kdy je
odstranéna fluorescencni skupina a zaroveni dojde k odblokovani 3’-OH konce nukleotidu, cozZ je
nezbytné pro moznost zac¢lenéni nukleotidu v dalSim sekvena¢nim cyklu. Na povrchu desticky se
sekvenuji desitky miliont shluka paraleln¢ (Mardis, 2008). Fluorescence je sniména v kazdém
sekvenac¢nim cyklu ihned po zafazeni nukleotidu do vldkna DNA
(http://res.illumina.com/documents/products/techspotlights/techspotlight_sequencing.pdf). Béhem
detekce fluorescence pii sekvenaci je snimana najednou cela desticka. Pokud dojde k amplifikaci

shluki v piili§ té€sné blizkosti, mtize dochazet k interferencim.
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Obrazek 5. Sekvenovani

(Pfevzato a upraveno http://www.illumina.com/documents/products/brochures/brochure_genome_analyzer.pdf)

V soucasné dob¢ firma Illumina nabizi n€kolik sekvenacnich systémui - Genome Analyzer I1x,
systém HiSeq a Miseq, vSechny zaloZené na stejném principu sekvenovani

(http://mwvww.illumina.com/systems.ilmn).

3.1.2.1. Detekce adaptivni mutace Acetobacter pasterianus

Metoda Illumina byva casto volena pro analyzu mutaci z divodu vyborné kapacity
sekvenovani (pocet osekvenovanych bazi za ¢as), dobré piresnosti, délky sekvenci a piijatelné ceny
(Tabulka 1). Ptikladem aplikace této metody v mikrobiologii mize byt detekce pramyslové vyuzitelné
mutace bakterie Acetobacter pasterianus. Bakterie octového kvaSeni, kam patii také Acetobacter
pasterianus, jsou striktné aerobni proteobakterie, které v kultufe s ethanolem oxiduji ethanol na
kyselinu octovou (Matsushita et al., 1994). Tohoto procesu oxidativni fermentace vyuziva pramyslova
vyroba octa (Sievers and Teuber, 1995). Fermentace probiha pii 25-30 °C. Fermentory musi byt
opatieny chladicim systémem, protoZe béhem kvasné reakce vznika teplo. Byla provedena studie, kdy

Vv,

kmen Acetobacter pasterianus SKU1108 byl postupné kultivovan ve vysSich teplotach. Vysledkem
byly adaptované mutantni kmeny schopné rust a fermentovat pii teploté¢ vysSi nez 40°C. VysSi
fermentacni schopnost pii vyssi teploté¢ by mohla byt vyuzita ve fermentorech bez chlazeni. Mutace,
které k této adaptaci vedly, byly analyzovany systémem Illumina. Dva kmeny z odliSnych adaptivnich
teplot vykazovaly mutace ve tiech stejnych mistech v genomu. Z toho vyplyva nezbytnost téchto

mutaci pro rust a schopnost fermentovat ve vysSich teplotach (Matsutani et al., 2013).
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3.1.3. Applied Biosystems AB SOLID (Sequencing by Oligo Ligation and
Detection) System

SOLID systém zaloZeny na dvoubdzovém sekvenovani (two-base sequencing) pomoci ligace
fluorescenéné znacenych oligonukleotidi byl zaveden v roce 2007 (Mardis, 2008). Dnes Applied
Biosystems patii pod spolecnost Life Technologies (http://www.lifetechnologies.com). Metoda je
schopna sekvenovat jen velmi kratké fragmenty DNA v porovnani s ostatnimi NGS metodami
(Tabulka 1).

Fragmenty DNA urcené k sekvenaci jsou ligovany s adaptery, navazany na kulicky a
amplifikovany emPCR z primerd komplementarnich k adapterim. Po amplifikaci a nasledné
denaturaci jsou kuli¢ky naneseny na sklenénou sekvenaéni desticku, kde se diky modifikaci 3’- OH
konce templatu mohou kovalentné vazat na jeji povrch (Obréazek 6).

Z&kladnim principem sekvenovani je hybridizace templatové DNA s fluorescenéné zna¢enymi
oktanukleotidovymi sondami, kde jen prvni dvé baze jsou specifické (dalsi baze v oktameru jsou
degenerované, paruji s vice nez jednou bazi a univerzalni, které paruji se vSemi Ctyfmi bazemi).
Nésleduje ligace oktameru a detekce fluorescence (fluorescencni signal je typicky pro danou sekvenci
sondy). Fluorescen¢ni znacka je vazana na posledni b&zi oktameru a tim brani hybridizaci dalSich
ligacnich sond, proto je nasledné ligacni sonda Stépena za patym nukleotidem, tim dojde k odstranéni
fluorescenc¢ni znacky, aby cyklus mohl pokrac¢ovat (Obréazek 6).

Pouze prvni dv¢ jasné definované baze v oktameru detekujeme (jako dinukleotidy). Mame 16
moznych kombinaci dinukleotid, ale jen étyfi barvy fluorescenénich znadek. Resenim je barevny kéd,
kdy ctvetice kombinaci dinukleotidti nese jednu barvu znacky. Naptiklad AA ,CC ,GG ,TT jsou
kédovany modrou znackou
(Metzker,2010; http://www.appliedbiosystems.com/absite/us/en/home/applications-technologies/solid-

next-generation-sequencing/next-generation-systems/solid-sequencing-chemistry.html).
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Obrazek 6. Sekvenovani zalozené na ligaci- SOLID

(pfevzato a upraveno http://marketing.appliedbiosystems.com/images/Product_Microsites/Solid_Knowledge_MS/pdf/WP-
SOLiID_F_10_08.pdf)

Pro kazdé sekvenované vlakno DNA se po sérii liga¢nich reakci z prvniho primeru opakuje
cely liga¢ni cyklus s dalSimi ¢tyfmi primery (celkem 5 primeri), které nasedaji v pozicich n-1, n-2, n-
3 a n-4 vzhledem k pozici prvniho primeru (n). Opakovani liga¢nich cykla je dilezité pro pokryti celé
sekvence (Obrazek 7), protoZze vzdy jen prvni dva nukleotidy liga¢ni sondy poskytuji informace o
sekvenci.

Metoda je nejpresngjsi ze vSech NGS systémi. Vyuziti vSech péti primera
umoziuje sekvenovani kazdé baze nezavisle ve dvou ligacnich reakcich ze dvou odlisnych primert,
coz zaruCuje vybornou piesnost SOLID systému (Obrazek 7). Naptiklad baze ¢tena v pozici 5 je
ovétena primerem 2 v liga¢nim cyklu 2 a primerem 3 v liga¢nim cyklu 1
(Metzker,2010; http://www.appliedbiosystems.com/absite/us/en/home/applications-technologies/solid-

next-generation-sequencing/next-generation-systems/solid-sequencing-chemistry.html).
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Obréazek 7. Pét primerii pro kompletni sekvenaci
(ptevzato a upraveno http://www.appliedbiosystems.com/absite/us/fen/home/applications-technologies/solid-next-generation-

sequencing/next-generation-systems/solid-sequencing-chemistry.html)

Sekvence barev mize byt pfevedena do sekvence bazi (Obrazek 8), pokud znadme prvni
nukleotid v sekvenci (obvykle zname sekvenci primeru a adapteru). Dekodovani jedné baze ma ptimy
vliv na dekddovani baze nasledujici. To znamend, Ze jedno chybné dekddovani bude mit za nasledek
chybné dekddovani viech nasledujicich bazi (Liu et al., 2012). Pfevod z pofadi barevnych signald do

sekvence nukleotidi obvykle provadi softwarové algoritmy.

S
Dvoubazove dekddovani

2. béze sekvence barev

ACGT 0000000
o|B ATACAAGA
d|c CGCACCTC
|G GCGTGGAG

T ITRUNGHETCER
L A

Obrézek 8. Dvoubazové dekodovani. Jestlize vime, Ze posledni baze sekvena¢niho primeru je A a zarovei detekujeme
Cerveny signal, z tabulky miizeme odecist, ze nasledujici baze je T (sekvence na prvnim tadku). Pokud je posledni bazi
primeru C a opét detekujeme Cerveny signal, nasledujici baze je G (druhy fadek). Pokud je prvni zndmou bazi G nebo C,

sekvence je opét zcela jina (pfevzato a upraveno Metzker, 2010).

3.1.3.1. RNA-Seq analyza transkriptomu modelové cyanobakterie Synechococcus sp.

kmen PCC 7002

Typickym piikladem vyuziti SOLiD v mikrobiologii je sekvenaéni analyza transkriptomu
modelové cyanobakterie Synechococcus. Pro studium genové exprese se diive vyuzivala primarné
metoda DNA microarray zaloZzena na hybridizaci DNA sond se vzorky cDNA. Vysoce vykonné
metody sekvenovani se stavaji velmi atraktivni alternativou pro analyzu expresnich profild (MRNA)
(Marioni et al., 2008), nejsou totiz zavislé na predchozi znalosti transkribovanych sekvenci (pro navrh
hybridizaénich sond Vv pfipadé metody DNA microarray), rozliSeni velmi pfibuznych sekvenci je
presn&jsi a vystupni data jsou snadngji dale zpracovatelna. Zjistovani sekvence transkriptomu
vykonnymi metodami sekvenovani (SOLID, lllumina) byva nazyvano ,,RNA-Seq“ (Shendure, 2008) a
jeho principem je piepis RNA do c¢cDNA a nasledné sckvenovani (Cloonan et al., 2008).

19


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

Synechococcus sp. PCC 7002 je euryhalinni jednobunééna sinice. Transkripty kodujici proteiny byly
v podobé cDNA sekvenovany SOLID systémem. Kompletni sekvence genomu tohoto organismu je
Zndma4, stejné tak jsou znamé funkce mnohych gent, oboji tak usnadiiuje dalsi studium zmén exprese
jednotlivych gent. Studie expresniho profilu cyanobakterie Synechococcus za riznych definovanych
podminek ukazala, jak se méni exprese se zménami podminek prostiedi. Ve standardnich podminkéach
(fotoautotrofni metabolismus) byla vétSina mRNA odvozena od geni kodujicich komponenty
fotosyntetického aparatu, naopak po zastinéni se zvySila exprese genu hrajicich roli pti degradaci
sacharidi a doSlo také ke snizeni exprese genli souvisejicich s fotosyntézou. V anoxickych
podminkach (fermentativnich) byla snizena exprese genti kodujicich proteiny respiraéniho fetézce
(Ludwig and Bryant, 2011).

3.1.3.2. ChIP-Seq (chromatin immunoprecipitation sequencing)

Systémy SOLID a llumina byvaji také metodami prvni volby pfi sekvenaénich studiich
vazebnych mist proteinii na DNA (sta¢i sekvenovat Kratké fragmenty). Tento novy piistup ke studiu
oblasti DNA pro vazebné proteiny opét nahrazuje metodu DNA microarray (metodu ChlIP-on-chip)
(Wold and Myers, 2008). Metoda ChlP-on-chip zahrnovala chromatinovou imunoprecipitaci
specifickou protilatkou proti konkrétnimu proteinu vdzanému na DNA. S precipitaci proteinu byla
ziskana i DNA, kam se protein vazal a tato DNA byla podrobena systému DNA microarray (Ren et al.,
2000). Systém ChlP-seq umoznuje piimé sekvenovani ziskané DNA ihned po imunoprecipitaci.
Metoda ChIP-seq je zatim pfevazné vyuzivana pii studiu mist vazby transkrip¢nich faktorti v lidském
genomu (Barski et al., 2007; Johnson et al., 2007; Robertson et al., 2007), ale jiz byla vyuZita pti
studiu vazby proteini regulujicich transkripci i u bakterii (Perkins et al., 2013).

3.1.4. Helicos Bioscience

Jedna se o metodu sekvenovani syntézou bez potieby PCR amplifikace. Jeden z prvnich
navrhi sekvenovat jednotlivé molekuly DNA s vyuZitim DNA polymerazy a fluorescenéné znac¢enych
deoxynukleotidii byl publikovan v roce 2003 (Braslavsky et al., 2003). Spole¢nost Helicos v roce 2007
ptedstavila prvni komeréné dodavany systém sekvenovani jednotlivych molekul zaloZzeny na tomto
principu, ktery je schopen sekvenovat miliony jednotlivych molekul DNA najednou (Ansorge, 2009).
Metoda je specifickd vyuZitim nukleotidt ,,virtualnich terminatora* (Virtual Terminator nucleotides).
Virtualni termindtory jsou nukleotidy chemicky modifikované navazanym propargylaminem.
Zaclenéni takto modifikovaného nukleotidu znemoziuje inkorporaci dalSich nukleotidli. Na
propargylamin je navazana fluorescenéni skupina. Inhibitor s fluorescenéni znac¢kou byva k nukleotidu
casto vazan disulfidickou vazbou, ktera je snadno §tépitelna. Oznaceni ,,virtualni terminatory* vyplyva

ze skutecnosti, Zze 1 ptes chemickou modifikaci jsou tyto nukleotidy efektivné inkorporovany do
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tetézce DNA a zaroven blokuji inkorporaci dalSich nukleotidd navzdory volné 3°- OH skupiné
(Bowers et al., 2009).

Ptiprava vzorku pro sekvenovani zahrnuje prodlouzeni DNA (nebo RNA) o poly-A na 3’- OH
konci. V pfipadé DNA pouzivame pro syntézu poly-A terminalni deoxynukleotidyltransferazu.
Terminalni deoxynukleotidyltransferaza preferuje ssDNA pired dsDNA s tupymi konci a zaroven
ustupujici 3’- OH konce prodluzuje velmi ziidka, takze v pifitomnosti 3’- OH ustupujiciho konce je
nutné nejprve ustupujici konec doplnit polymerazou. Pfed samotnym sekvenovanim je dulezité 3’- OH
konec poly-A sekvenované DNA zablokovat, protoze volnd OH skupina na poly-A konci by mohla
slouzit jako faleSny pocatek sekvenace. Nejcastéji je blokace zajiSténa terminalni
deoxynukleotidyltransferdzou v ptitomnosti dideoxynukleotidl, které neobsahuji 3’- OH skupinu
nezbytnou pro prodluzovani fetézce polymerazou. Vzorky DNA hybridizuji s oligo-dT primery
imobilizovanymi na desti¢ce (Obrdzek 9). Po hybridizaci je ptidana polymeraza, dTTP (doplni se
nesparované dA v poly-A konci, poly-A konec totiz byva syntetizovan delSi, nez poly-T primer) a
nukleotidy- virtualni terminatory odpovidajici dATP, dCTP a dGTP (Thompson and Steinmann,
2010).

Hybridizovana molekula je ,,uzam¢ena® po zaclenéni prvniho nukleotidu jiného nez dATP-
prvniho terminaéniho nukleotidu (Obrézek 9). Prvni zaélenény virtualni nukleotid jesté neposkytuje
informaci o sekvenci DNA, protoZe vSechny tyto nukleotidy maji stejnou fluorescenéni znacku a proto
nepozname, jaky nukleotid se ptipojil. Problém nastava v piipad€, kdy je prvnim nukleotidem
v sekvenci dA. Po inkorporaci virtualniho nukleotidu musi dojit k odstépeni fluorescenéni znacky a
terminacni skupiny na nukleotidu. Néasleduje vymyti pravé odstépenych fluorescencnich znacek.
V dal$im kroku je vzdy pfidana nova polymeraza a postupné vsechny Ctyfi fluorescenéné znacené
virtudlni nukleotidy (v jeden okamzik jsou pfitomny nukleotidy pouze jednoho typu). Nezafazené

nukleotidy jsou vymyty. (Thompson and Steinmann, 2010)
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(pfevzato a upraveno Thompson and Steinmann, 2010)

3.1.4.1. Sekvenovani RNA

Tento systém sekvenovani nebyl komercné prili§ GspéSny (Eisenstein, 2012), piesto je tieba
poznamenat, Ze i tato metoda piispéla k mnoha novym poznatkiim. Systém byl vyuZivan nejcastéji pii
studiu genové exprese. Mimo princip sekvenovani cDNA (RNA-Seq) bylo mozné sekvenovat piimo
molekuly RNA. Neporudena vlakna mRNA maji na svém konci poly-A, proto mohou byt bez dalSich
Uprav hybridizovana s oligo-dT (Ozsolak et al., 2009). Syntéza komplementarniho vlakna pii
sekvenovani muze byt zajisténa RNA-dependentni RNA polymerdzou z dsRNA bakteriofaga ®6
(Makeyev and Bamford, 2000). I pies nepfilis optimistické vyhledy Helicos Bioscience se tato metoda
zapsala do historie sekvenovani zejména jako prvni komeréni systém umoziujici sekvenovani
jednotlivych molekul bez nutnosti amplifikace DNA, kdy stacilo jen nepatrné mnoZzstvi vstupniho
vzorku DNA. (Thompson and Steinmann, 2010).
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3.2. Sekvenovani ti‘eti generace (,,Next-next-Generation Sequencing*)

Metody sekvenovani tfeti generace se zasadné liSi od metod generace ptedchozi. Nové
technologie jsou zaméfené na sekvenovani jednotlivych molekul bez potieby PCR amplifikace a
opousti systém stfidani promyvacich a detekcnich krokl. Tteti generace sekvenacnich metod je dale
charakteristickda zjednodusenim piipravy vzorki a del$imi ¢tenymi tuseky DNA v porovnani
s predchozi generaci. Tyto systémy jsou dale schopny sekvenovat vice bazi za jednotku ¢asu.

V této kapitole budou popsany metody lon Torrent, Pacific Biosciences (SMRT) a
sekvenovani s vyuzitim nanoport. T¥idéni metod podle generaci neni piesné. Systém lon Torrent
nespliiuje zcela kritéria treti generace, svymi charakteristikami spadd na pomezi generace druhé a tieti.

Setkavame se zde stale jesté s emPCR a systémem ,,wash-and-scan®.

3.2.1. lon Torrent (Life Technologies)

Tato metoda sekvenovani, publikovana v roce 2011, je zaloZena na detekci H* iontd, které se
uvoliuji po za¢lenéni nukleotidu polymerazou do vlakna DNA. Systém lon Torrent neni zavisly na
jakkoli znacenych nukleotidech ani na slozitych optickych zatizenich.

Sekvenovani probiha v jamkach na polovodi¢ovém ¢Cipu. Jamky jsou svymi rozméry navrzeny
tak, aby v kaZdé byla pouze jedina kuli¢ka s navazanou DNA. Ptes jamky protékaji postupné vSechny
4 nukleotidy (v jeden okamzik jsou pfitomné nukleotidy pouze jednoho typu a pted ptidanim dalsich
je vzdy zatazen promyvaci krok, aby se odstranily nezafazené nukleotidy). Jestlize je nukleotid
komplementarni k templatu, dojde k jeho pfipojeni na konec pravé vznikajiciho vlakna DNA, coz
zptsobi uvolnéni H* (Obrazek 10). Néasledkem uvolnéni protonu dochazi k poklesu pH okolniho
roztoku (posun pH o 0,02 na 1 zaclenény nukleotid). Zména pH detekovana senzorem na dné kazdé

jamky je pfevedena na napéti a napétovy signal je dale sniman. (Rothberg et al., 2011).

Obrazek 10. Schéma sekvenacni reakce metodou Ion Torrent. Jamka s kulickou obsahujici DNA templat je podlozena na
dné jamky senzorem. Po inkorporaci nukleotidu do fetézce DNA je uvolnén proton (H"), coZ zptisobi zménu pH v jamce.

Zména pH je pfevedena na nap&tovy signal. (Pfevzato a upraveno Rothberg et al., 2011)
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3.2.1.1. lon Torrent a E.coli O104:H4 z fazolovych klicka

Typickym piikladem vyuziti metody lon Torrent je identifikace mikrobialnich patogend,
protoZze sekvenovani probiha velice rychle. Pied dvéma lety, béhem kvétna a Cervna 2011, doslo
v Némecku K pomnozeni mimotadné virulentni E. coli O104:H4 (ptipady vyskytu byly zaznamenany
v dalSich dvaceti zemich Evropy a Severni Ameriky, nejcastéji §lo o osoby, které vté dobé do
Némecka cestovaly). Timto neobvyklym kmenem se nakazilo vice nez 3000 lidi, z toho 40 zemftelo
(Rohde et al., 2011). Sifeni nikazy bylo spojeno s konzumaci kontaminovanych fazolovych klickt
(http:/imwww.rki.de/EN/Home/EHEC_final_report.pdf?__blob=publicationFile).

Enterovirulentni kmeny E. coli se obvykle déli do nékolika skupin, kam spadaji
enteroagregativni kmeny zpusobujici prijmova onemocnéni (Kaper et al., 2004), které se dale
vyznacuji vybornou schopnosti adherovat k povrchim epiteld (Weintraub, 2007) a také
enterohemoragické kmeny produkujici Stx (Shiga-toxin). Nakaza se vtomto piipadé obvykle
projevuje jako HUS (hemolyticko-uremicky syndrom) - selhani ledvin, trombocytopenie, hemolyticka
anémie (Kaper et al., 2004). Sérotyp extrémné virulentni E. coli O104:H4 produkoval Stx. Stx je
kodovan profagem a inhibuje syntézu proteint eukaryotickych bunék (Rohde et al., 2011).

Izolaty agresivniho sérotypu z Némecka byly nejprve oznaCeny za nejbéznéjsi sérotyp
enterohemoragické E. coli O157:H7 (produkovaly Stx a zaroven byl zaznamenan neobvykle vysoky
vyskyt HUS). S vyuZitim metody lon Torrent byly osekvenovany genomy izolati od nakazenych
pacienti a pro kontrolu bylo sekvenovani zopakovano systémem Illumina, z davodu horsiho ¢teni
homopolymernich Gsekit DNA pfistroji Ion Torrent. Kompletni sekvence izolatu byla porovnavana
s ostatnimi dfive sekvenovanymi genomy E. coli a byla odhalena blizka sekvenéni piibuznost
s kmenem 55989 izolovanym u HIV nakazenych ve stfedoafrické republice (Rohde et al., 2011).
Kmen 55989 byl klasifikovan jako enteroagregativni E. coli (Mossoro et al., 2002) a nebyl v jeho
genomu nalezen profag s Stx geny v obvyklém misté integrace, jako je tomu u agresivnich némeckych
izolatd a napfiklad i u b&nych O157:H7 (Mellmann et al., 2011). Ze sekvenénich analyz vzesla
domnénka, Ze predchudcem ,,némeckych® E. coli mohl byt enteroagregativni kmen podobny 55989.
Agresivni sérotyp se vyvinul diky integraci Stx profaga a ziskani plazmidu s rezistencemi ke viem
penicilinim a cefalosporiniim. Déle se zjistilo, Ze tento agresivni sérotyp ziskal v evoluci alternativni
typ adhezivnich fimbrii (Rohde et al., 2011). Sérotyp, ktery se ndhle vyskytl v Némecku, tim padem
predstavuje genetickou mozaiku Stx produkujicich hemoragickych E. coli a enteroagregativnich E.
coli, ¢imZ je mozné vysvétlit vysoky stupeii patogenity.

Osekvenovani celého genomu této extrémné virulentni E. coli trvalo pfiblizné 3 dny
(Mellmann et al., 2011; Rohde et al., 2011). Na zacatku éry sekvenovani genomu bylo bézné ¢ekat na
sekvenci i nékolik let. Dnes je moZné rychle odhalit a rozkdédovat genom ptvodce piipadnych novych

onemocnéni.
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3.2.2. Pacific Biosciences- SMRT (Single molecule real-time) sequencing

V roce 2009 byla publikovidna metoda sekvenace jednotlivych molekul DNA zaloZend na
detekci aktivity polymerazy v realném c¢ase pii procesu replikace DNA s vyuzitim vSech ¢tyt odlisné
fluorescenéné znacenych deoxynukleotidti (Obrazek 11). Fluorofor navazany na terminalni gama
fosfat nukleotidu nenaruSuje syntézu DNA, protoZe je ihned odstranén pii zaclenéni nukleotidu do
fetézce DNA spolecné s pyrofosfatem. Z této ,,nepretrzitosti syntézy DNA a ptimé detekce plyne
moznost dlouhych ¢&tenych usekd. Pro sledovani aktivity polymerdzy se pouziva nanofotonicka
struktura - ZMW (zero-mode waveguide). ZMW je jamka v desti¢ce o velmi malém objemu (107 1) a
na dné této jamky je uchycena polymerdza. Omezeny objem ZMW dovoluje piesnou detekci jediného

fluoroforu navzdory vysoké koncentraci nukleotidu v systému (Eid et al., 2009).

Intenzita -

(as  mp
Obréazek 11. Princip sekvenovani jednotlivych molekul DNA v realném ¢ase. A) DNA polymeraza spoleéné s templatem

je umisténa na dn& ZMW. Dno ZMW je prosvécovéno laserovymi paprsky. Excitace fluoroforu v objemu 102 I umoziiuje
detekei jednotlivych nukleotidl pfi zaclenéni do vznikajiciho vldkna DNA.

B) Schéma priib¢hu zatazovani fluorescencné znacenych dNTP s fluorescenénim diagramem. (1) Fluorescencné znaceny
nukleotid se vaZe na templat v aktivnim misté polymerazy. (2) Dojde tak k excitaci fluoroforu po ozafeni laserem. (3)
Vytvofenim fosfodiesterové vazby dojde k uvolnéni pyrofosfatu s navazanou fluorescenéni znackou ze ZMW, ¢&imZ je
ukonéen fluorescenéni signal. (4) Polymeraza se posune do nésledujici pozice. (5) DalSi nukleotid se vaze do aktivniho mista

a vznika novy fluorescenéni signal. (pfevzato a upraveno Eid et al., 2009).

3.2.2.1. Epigenetika- detekce methylaci

Béhem procesu sekvenovani metodou SMRT je kromé fluorescencniho signalu soucasné
snimana kinetika aktivity polymerazy pii zafazovani nukleotidi do vlakna DNA (doba trvani
fluorescenc¢niho pulzu a také trvani prodlevy mezi dvéma po sob¢ jdoucimi pulzy), coz umoziuje
kromé stanoveni sekvence ur€it 1 dals$i parametry studované molekuly DNA. Piikladem je detekce
methylaci (Eid et al., 2009). Methylované b4dze v DNA mohou byt ptimo detekovany (Obrazek 12),
protoze charakteristicky ovliviji kinetiku polymerazy béhem procesu sekvenovani (Clark et al.,
2012; Flusberg et al., 2010).

Methylace je jednou z nejcastéjsich modifikaci DNA prokaryot i eukaryot. U bakterii dochazi
k methylaci adeninu v sekvenci GATC pri regulaci iniciace replikace (Slater et al., 1995). Na zakladé
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methylaci bakterie také rozeznavaji vlastni DNA od cizi. Cizoroda DNA (bakteriofag, plazmid)
zpravidla postrdda specifické methylace a je proto rozstépena bunétnym restrikénim systémem
(Pingoud and Jeltsch, 2001).

V ramci metody Ion Torrent byla popsana extrémné patogenni E. coli 0104:H4. Genom této
bakterie byl dale sekvenovan metodou SMRT pro zjisténi vyskytu methylaci. Na zakladé analyzy
methylaci byly odvozeny sekvenéni motivy rozeznavané methyltransferazami. Nalezeny motiv
CTGCAG je rozeznavan methyltransferazou M.EcoGIII kédovanou profagem, ktery rovnéz koduje
geny pro Stx. Porovnanim transkriptomi (RNA-Seq) tohoto vysoce virulentniho kmene s kmeny
s inaktivovanou mathyltransferdizou M.EcoGlIl (a odpovidajici restrikéni endonukleazou) byly
pozorovany zna¢né zmény V expresi Vice neZ jedné tfetiny genti. Mira virulence a patogenity této
agresivni E. coli je tedy urena nejen produkei Stx, ale také zménou regulace transkripce (Fang et al.,
2012).

Dostupné metody pro studium methylaci jsou ¢asové i finanéné naro¢né, proto je tento novy
ptistup vitanou alternativou. Napiiklad pro detekci methylaci cytosinu se nejéastéji pouziva
,,bisulfitové sekvenovani®, jehoZ principem je pievedeni epigenetické informace do nukleotidového
zapisu DNA. Reakci DNA s bisulfitem se cytosin (nikoli methylcytosin) deaminuje a vznika uracil.
DNA je nasledné sekvenovana (Lister and Ecker, 2009).
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Obréazek 12. Princip detekce methylace DNA prostfednictvim SMRT sekvenovani.

(A) Schéma syntézy DNA, templat obsahuje methylaci adeninu (mA).

(B) Syntéza DNA bez piitomné methylace.

Pismenka nad fluorescenénimi diagramy uréuji identitu nukleotidl zafazovanych do nové syntetizovaného vldkna DNA.
Cérkované Sipky v diagramech predstavuji prodlevu mezi dvéma pulzy pred zafazenim thyminu. V této situaci je prodleva
ptiblizné 5x delsi v piipadé vyskytu methylace (mA) v templéatu oproti nemodifikovanému adeninu (A)

(ptevzato a upraveno Flusberg et al., 2010).
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3.2.3. Sekvenovani pomoci nanopéri (Oxford Nanopore Technologies)

Metoda sekvenovani s vyuzitim nanoporti patii mezi nejnovéj§i metody sekvenovani.
Spole¢nost Oxford Nanopore Technologies teprve v inoru 2012 piedstavila pfistrojové vybaveni
GridION a prenosna USB verze MinlON (https://www.nanoporetech.com/about-us/history).

Z&kladnim principem metody je umisténi nanopéru do membrany odd€lujici jamky naplnéné
elektrolytem (Obrazek 13). Po aplikaci napéti dochazi k pritoku iontt pérem. Pokud nanopdrem
prochazi DNA, tok iontll tim omezuje (Branton et al., 2008). Mira zeslabeni toku iontt a délka trvani
tohoto omezeni slouzi k urceni sekvence DNA, protoze kazdy nukleotid ovliviiuje proudéni ionti
specificky (Maitra et al., 2012). Samovolny prichod DNA nanopdrem je pro rozliSeni jednotlivych
bazi ptilis rychly (Branton et al., 2008). Jako vyborné feSeni se ukazalo vyuZiti polymeraz, které tak,
jak syntetizuji nové vlakno DNA, umoziuji jeho pomalejsi prostup porem (Cherf et al., 2012; Manrao
et al., 2012). Polymerézy sniZuji rychlost az o 4 fady ve srovnani s volnym transportem (Schneider
and Dekker, 2012). V experimentech byla pouZita polymeraza z faga @29, protoze je vysoce
procesivni a zlstava navazana na DNA dokonce i v pfipadé aplikace napéti potiebného k navedeni
DNA na nanopor (Lieberman et al., 2010). Aby nedochazelo k aktivaci polymerazy piedcasné, je ve
volném prostredi jamek zabranéno replikaci pouZitim syntetického oligonukleotidu komplementarniho
k templatu. Po aplikaci napéti dojde k uvolnéni oligonukleotidu, navedeni DNA na nanopdr a syntéze
DNA (Cherf et al., 2012).

Typy nanoport:
1) Proteinové a-hemolysinové péry ze Staphylococcus aureus (Obrazek 13 b) pouZivané pievazné pii
prvnich experimentech (Kasianowicz et al., 1996).
2) Proteinové péry odvozené od WTMspA (Wild Type Mycobacterium smegmatis porin A)
z Mycobacterium smegmatis (Obrazek 13 c¢). WTMspA péry obsahuji aminokyseliny se zdpornym
nabojem kyseliny asparagové. Aby DNA mohla bez problémi prochazet pérem, byly zbytky kyseliny
asparagové nahrazeny asparaginem (mutant M1MspA) (Butler et al., 2008). MspA nanop0ry jsou ve
srovnani s a-hemolysinovymi pro sekvenovani vhodngjsi, pii prachodu odlisnych nukleotidti vykazuji
vétsi rozdily ve zméné toku iontd (Manrao et al., 2011), coz je dano vhodnéjsi vnitini geometrii MspA
poru (Maitra et al., 2012).
3) Nanopéry vytvorené v syntetickych membrénach (nejcastéji nitridy kiemiku, oxid kiemiéity a
oxidy kovil). V membrané jsou tyto pory vytvareny vyirezavanim svazky iontu (Li et al., 2001) nebo
pusobenim elektronovych paprska (Storm et al., 2003).
4) Nanopory v grafenovych membranach (Obrazek 13 d) tvotené jednou vrstvou uhlikovych atomi
(Garaj et al., 2010).
5) Hybridni nanopory vytvotené vloZenim proteinového poru do umélé membrany (Branton et al.,
2008).
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a-hemolysin

MspA

Graphene

Obrazek 13. Nanopéry pro sekvenovani DNA. (a) DNA prochazi nanopérem, rychlost priichodu je pod kontrolou ©29
DNA polymerazy (hnédé). a-hemolysinovy nanopor (Sedé) je zanofen do lipidové dvojvrstvy oddélujici dvé jamky
s elektrolytem (KCI). DNA je navedena na por pomoci aplikace elektrického napéti. Pohyb DNA pérem tam i zpét mize byt
regulovan elektrickym napétim a aktivitou polymerazy (Sipky). Sekvence DNA je étena dle zmény toku iontl pti prichodu
nukleové kyseliny porem. (b) Struktura a-hemolysinového nanopdru v lipidové dvojvrstvé. (¢) Struktura MspA nanop6ru. (d)
Grafenovy nanopor, obrazek nad membrinou zobrazuje 3D vyjadieni grafenového nanopéru. Fialovou barvou jsou

znazornény atomy v tésné blizkosti nanoporu. (Pfevzato a upraveno Schneider and Dekker, 2012).

3.2.3.1. Nové moznosti sekvenovani s nanopory

Piistrojové vybaveni zatim nelze zakoupit (https://www.nanoporetech.com/about-us/for-customers),
spole¢nost Nanopore Technologies pravdépodobné spusti prodej v pribéhu roku 2013. Bylo
prezentovano mnoho moznosti vyuZziti.

1) Sekvenovani DNA. Metoda slibuje revoluci v délce ¢tenych Gsekl. Genom bakteriofaga A o délce
48,490 bp byl osekvenovan v celku jako jeden fragment (https://www.nanoporetech.com/news/press-
releases/view/39).

2) Sekvenovani RNA. Zatim byla zvefejnéna schopnost a-hemolysinovych poru ziskat rozdilné data o
poklesu pratoku iontd v piipadé¢ odliSnych imobilizovanych homopolymernich fragmentd RNA
v nanop6ru (Ayub and Bayley, 2012).

3) Detekce epigenetickych modifikaci DNA. Bylo prokdzano, Ze nanopory dokazi rozlisit
5-methylcytosin a 5-hydroxymethylcytosin (znAmky epigenetickych Uprav) od ostatnich bazi (Wallace
et al., 2010), do budoucna by tedy tato metoda mohla byt vyuZivana pii epigenetickych studiich.

4) Studium komplexit DNA-protein a RNA-antibiotikum, které rovnéz mohou byt detekovany pti
pruchodu pérem specifickou zménou prutoku iontt (Dekker, 2012; Wanunu, 2012).
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5) Sekvenovani proteini. Na podobném principu jako sekvenovani DNA byl testovan pruchod
proteinu nanopérem V rozvolnéném stavu. Zakladem experimentu byly opét dvé jamKy (cis a trans)
naplnéné elektrolytem s ptidavkem ATP a oddélené a-hemolysinovym porem. Do cis jamky byl
vlozen protein uréeny k transportu pérem, do trans jamky ClpX (Nivala et al., 2013). ClpX je soucasti
ClpXP komplexu (komplex podobny proteasomu) naptiklad u E. coli, rozpoznava proteiny uréené k
degradaci a za spotifeby ATP je denaturuje a poté vtahuje do proteolytické komory ClpP komplexu
ClpXP (Baker and Sauer, 2012). Vlastnosti tohoto enzymu je vyuZito pro kontrolovany pohyb
proteinu porem pii sekvenovani. Po aplikaci napéti je protein naveden na nanopor, nasledné je vazan
ClpX a vtahovan to trans jamky. Pfi prichodu pérem je tok iontt ovliviiovan v zavislosti na sekvenci

proteinu (Nivala et al., 2013).

29



4. Zavér

Od roku 2005, kdy byl publikovan prvni systém NGS (454 pyrosekvenovani) do letosniho
roku 2013 byl zaznamenan zna¢ny pokrok ve vyvoji sekvenacnich metod. Staré metody se neustale
zdokonaluji a navic pfibyvaji metody nové. V této velmi kratké, ale pestré historii sekvenovani je
mozné pozorovat ur€ity trend ke zlepSovani vykonnosti metod, tzn. schopnosti produkovat stale vice
sekvenci, dale snahu prodlouzit sekvenované fragmenty, zaroven také snizit cenu za osekvenovanou
bazi a zvysit presnost pristroji. Diky zdokonalujicim se metodam prudce vzristd mnozstvi
osekvenovanych genomti. Prvni osekvenovany kompletni genom byl genom bakteriofdga ®X174
vroce 1977. V databazi GOLD (http://www.genomesonline.org) je nyni 2568 kompletné
osekvenovanych genomi, ztoho 2264 bakteridlnich, na mnoha dalSich genomech se pracuje.
Pii vyuzivani dat z genomovych databazi je dilezité provéfit, jakou metodou a s jakym pokrytim byla
sekvena¢ni data ziskdna. Prvni uspé$né pokusy 0 piecteni sekvence byly naro¢né, obvykle bylo nutné
sekvenované fragmenty nejprve klonovat do bakterii za u¢elem amplifikace, sekvenovani proto trvalo
velmi dlouho. Nyni sekvenace celého bakterialniho genomu mutze trvat jen nékolik hodin.
Pozoruhodné je nepfetrzité vyuzivani jedné z nejstarSich metod sekvenovani DNA, Sangerovy
metody, od roku 1977 az do soucasnosti. Sangerova metoda vynika svoji piesnosti a délkou ¢tenych
fragmentl. S vyhodou je metoda vybirana pro mensi sekvenaéni projekty a také v kombinaci s NGS
metodami pro zapliiovani ptipadnych mezer v sekvencich genomid a pro sekvenovani tézko
sekvenovatelnych useki DNA (homopolymerni Useky, repetitivni sekvence). V souvislosti se
zdokonalovanim a v soucasné dobé& i s lepSi dostupnosti (stale klesajici ceny) byva sekvenovani
vyuZivano i v piipadech, kde to diive bylo nemyslitelné. Sekvenovani nahrazuje mnohé standardni
techniky (DNA microarray, tradi¢ni zptisob detekce methylaci) a obchazi se také nutnost kultivace pii
studiu bakteridlni DNA. Zaroven s masivnim sekvenovanim témé vSeho dochazi k hromadéni
mnoZstvi tézko zpracovatelnych dat, coz mize znamenat ur€ity problém, protoze v soucasné dobé
pokroky v sekvenovani ptedbihaji mozZnosti bioinformatiky, takZze enormni mnozstvi sekvena¢nich dat
zustava nevyuzito. Metody sekvenovani jsou nyni béznym nastrojem zkladniho i aplikovaného
vyzkumu témér vSech biologickych védnich oborti, zejména mikrobiologie.

V textu byla popséna hlavni témata vyuZiti metod sekvenovani v mikrobiologii. Nejcastéjsimi
aplikacemi je sekvenovani genomt, metagenomika, epigenetické studie, analyza vazebnych mist DNA
pro proteiny, studium mutaci a transkriptomu. Vybér metody pro ur€itou aplikaci zavisi na nékolika
zékladnich parametrech. Nejdelsi sekvence potiebné pro sekvenovani genomui poskytuje systém 454
(SMRT produkuje podobné dlouhé sekvence, ale s vétsim mnozstvim chyb). NejrychlejSi metodou
S vybornou kapacitou (pocet osekvenovanych bazi/Cas) je lon Torrent, byva proto vyuzivana pfi
identifikaci patogent. Nejkratsi, ale zaroven nejpiesnéjsi sekvence (z dostupnych systémi NGS)
poskytuji sekvenatory SOLID, které se proto vyborné hodi pro detekci mutaci. ,,Zlatou stfedni cestou*

pii vybéru konkrétni metody mohou byt pfistroje firmy Illumina. Tento systém se svymi cenami za
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osekvenovanou bazi fadi mezi nejlevnéjsi na trhu, zaroven sekvenuje pomérné¢ dlouhé fragmenty
DNA, navic s nejvy3si moZznou kapacitou (produkty HiSeq) ze viech NGS metod. Nové moZnosti
patrné nabidne sekvenovani s vyuZzitim nanoport jiZz v tomto roce. Prevratnymi novinkami zde maji
byt revolu¢né dlouhé sekvence DNA a USB provedeni sekvenatorti velikosti vétSiho flash disku.
Vyvoj novych metod ptjde pravdépodobné i nadale smérem sekvenovani jednotlivych molekul,
prodluzovani sekvenci a jist¢ bude také snaha nejen o detekci poradi nukleotidl, ale i rGznych

modifikaci DNA (miizeme pozorovat jizu SMRT sekvenovani spolecnosti Pacific Bioscience).
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Tabulka 1. Srovnani metod sekvenovani

metoda princip délka kapacita | cena/Mb vyhody nevyhody zdroje
¢tenych (pocet
fragmentt | bazi/den*) | (milionbaz) doba sekvena&niho
v bazich b&hu
1. generace * déleni riizné dlouhych fragmentii kapilarni elektroforézou
Sanger dideoxy metoda 600-1000 az 672 Kb 2400% délka ¢tenych asekd, omezené mnozZstvi (Liuetal., 2012)
s fluorescen¢nim vyborna presnost sekvenovanych vzorki (http://products.invitrogen.
znagenim (99,999%), dobré éteni | (nevyhodné pro velké com/ivgn/product/3730XL)
(systém 3730x, hom?polymernich sekver}aéni projekty),
96 kapilar) usekil vysoka cena (draha a
narocna priprava vzorkl) (20 min-3h)
2. generace * fragmentace DNA, ligace adapteri, amplifikace DNA, ,, wash-and-scan sequencing “ (detekce fluorescence nebo svételného signdlu)
* sekvenovani velkého mnozstvi fragmentit DNA najednou
* V porovnani se Sangerem kratsi ctené useky DNA, ale nizsi cena
454/ Roche detekce svételného | az 1000 400-700 Mb ~10$ nejdelsi ctené Gseky néarocnd piiprava vzorkd, (Niedringhaus et al., 2011)
zablesku, ktery (454 GS FLX DNA v rdmci metod problematické ¢teni (Liuetal., 2012)
vznika po pfipojeni | (GS FLX Titanum) druhé generace, nejsou | homopolymernich useka, | (454.com/products/gs-fix-
nrllﬂeotgi'ggo ke Titanium) tieba znacené drahé pfistrojové vybaveni, system/)
viakna | feaxd 84Mb nukleotidy, kratky vysoké cena za
praveé uvolnéného 454 GS Juni K sni bsh k bazi
pyrofosfatu ( unior) sekvenacni bé osekvenovanou bazi
(méné nez den)
Illumina sekvenovani 150-250 0,88Gb 05% dobréa cena, kapacitaa | drahé pristrojové vybaveni (Liuetal., 2012)
syntézou, detekee (MiSeq) (MiSeq) pomérné dlouhé &tené  (Quail etal., 2012)
ﬂuovresgencne Giseky, dobré &teni (|IIum|n§.com/systems/
f:jgf;%fl?l ; 60-200Gh 0,07 % homopolymernich sequencing/ilmn)
terminacnich (HiSeq 2000) ggz)%eq dseka (MiSeq ~den,
nukleotid ) HiSeq 3-10 dnit)
SOLID sekvenovani ligaci, | az 75 az ~20 Gb 0,13 % dvoubazové doba sekvenaéniho béhu, (Liu etal., 2012)

detekce
fluorescenéné
znacenych
oktamera

dekodovani snizuje
pocet chyb, dobra
kapacita a cena, vyuziti
pfi sekvenaci tézko
sekvenovatelnych
usekt

kratké ctené useky maji za
nasledek vyssi néklady a
narocnost analyzy sekvence
(sekvenovani genomil),
drahé¢ pristrojové vybaveni

(1-2 tydny)
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Helicos sekvenovani 32 5Gb piistroje se sekvenovani kratké ¢tené useky zvysuji (Niedringhaus et al., 2011)
incei syntézou, detekce jiz jednotlivych molekul naklady a snizuji kvalitu (Metzker, 2010)
Blosciences fluorescenzné neprodavaji | bez PCR amplifikace, | sestavovani sekvence (Rothberg and Leamon,
znaCenjch piimé sekvenovani genomil, vice chyb 2008)

nvirtualnich RNA V porovnani s ostatnimi
terminatoru . o s s .
metodami vyuZivajicimi
reverzibilni terminaci,
problém se sekvenci
zacinajici dA, velmi drahé
pristrojové vybaveni (8 dnb)
3. generace * sekvenovanti jednotlivych molekul bez potieby amplifikace (urychluje cely proces sekvenovani a snizuje mnozstvi chyb)
« sekvenovani vyuzivajici aktivitu polymerazy
* opousti systém ,,wash-and-scan sequencing‘

Pacific Se(l;ver;ovénr:' 1000-1300 1,2Gb 2% maximalni délka nizka efektivita zavadéni ((Liu Iet al . 2012))
- jednotlivyc ¢tenych usektt DNA DNA polymerazy do ZMW, Quail et al., 2012
%Rj‘;ﬁnceg molekul v realném 3000 bazi, kratka doba | drahé piistrojové vybaveni, (Flusberg et al., 2010)

( ) ]flase’ detekce sekvenovani, detekce nejvice chyb v porovnani (Clarketal., 2012)
uorescence po methylaci s ostatnimi metodami
zaclenéni
nukleotidu (2 hodiny)
lon Torrent detekce zmény pH | 200 vicenez12Gb | 1% piima detekce problémy pii ¢teni (Liu et al., 2012)
pfi syntéze DNA (systém lon za¢lenénych homopolymernich tseki (Quail etal., 2012)
po uvolnéni H (délka 318) nukleotidil, syntéza
&tenych DNA vyuziva
fragmentt neznacené nukleotidy
stale stoupd) (snizuje naklady),
rychlost, mala velikost
pristroju (2 hodiny)
Oxford detekce zmény genom faga X | kaZdy por sekvenacni | pfevratna délka ¢tenych | procesivita polymerazy (Schneider and Dekker,
Nanopore toku fontii porem | sekvenovan 3,6Gb piistroje fragmenttl, bez muZe byt limitujicim ~2012)
.| pfi prichodu v celku zatim nejsou | znacenych nukleotidi | faktorem, 4% chybovost (Maitra et al., 2012)
Technologies | viaknaDNAskrz | (48 490bp) v prodeji
por (informace nedostupna)

* kapacita sekvenovani v bazich za ¢as je u béhi trvajicich déle nebo méné nez 1 den piepocitana a uvedena v poétu osekvenovanych bazi za den
** http://www.appliedbiosystems.com/absite/us/en/home/applications-technologies/solid-next-generation-sequencing/next-generation-systems.html
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	DEAE  2-(diethylamino)ethyl ether   2-(diethylamino)ethyl ether
	HUS  hemolytic-uremic syndrome   hemolyticko-uremický syndrom

