Sekvenovani DNA

Sekvenace (vzacné téz sekvencovani) je souhrnny termin pro metody, které umoznuji popsat poradi nukleotidd v uréitém Gseku DNA. Témito
metodami Ize nepFl’mo analyzovat i sekvenci RNA, je-li reverzni transkripci pFevedena na DNA. V praxi jsou dnes pouiivény pFedevéfm dvé

Generation Sequencing.

Historické metody sekvenace [Expand]

Sangerovo sekvenovani

V roce 1977 Frederick Sanger vytvoril metodu sekvenovéani, za niz dostal v roce 1980 Nobelovu cenu. Zakladem je

modifikovana replikace DNA - v replika¢ni smési jsou smichény standardni deoxyribonukleotidtrifosfaity T T
(dNTPs) se specidlnimi dideoxyribonukleotidfosfaty (ddNPTs). Ty si jsou navzajem chemicky podobné, avsak
chybéjici OH skupina ddNTP neumoznuje dalsi pokracovani replikace. Rozdil ANTP a ddNTP

Pri modernim provedeni probiha reakce nasledovné - v reakéni smési je pritomna templatova (zkoumana) DNA,

DNA-polymeraza, sekvenacni primery a dNTPs (tedy dATP, dGTP, dCTP, dTTP), tedy vSechny substraty replikace. Dale smés obsahuje
fluorescencné oznacené ddNTPs. Spolu s pufrovacimi roztoky, potfebnymi ionty a dalsimi stabilizatory se tato smés reagencii pro
amplifikaci DNA metodou PCR oznacuje jako mastermix. DNA-polymeraza zde v Useku ohrani¢eném sekvenacnimi primery replikuje
zkoumanou templatovou molekulu DNA, k ¢emuz pouzivad smés dNTPs a ddNTPs. Tyto nukleotidy jsou zaclenovany do retézce na bazi
komplementarity k templatové DNA stejné jako pfi béZzné replikaci. Ndhodné se zaclenujici ddNTPs vSak ukoncuji reakci za vzniku rizné
dlouhych fragmentd. Analyzou pomoci kapilarni elektroforézy poté sefadime jednotlivé fragmenty podle délky, takZze koncové nukleotidy
postupné se prodluzujicich fragmentd vytvofi celistvou fadu, probé&hlo-li dostate¢né mnozstvi reakci.

Fluorescen¢ni peaky znacici jednotlivé baze koncovych ddNTPs umozni odecist vyslednou sekvenci. Takova data mdze analyzovat pocitacovy
program. Prvnich nékolik bazi je obvykle nehodnotitelnych - v pfipadé kratkych fragmentd dochazi k nespecifickym vazbam a vznika malo
kyzeného replika¢niho produktu. Je proto potieba navrhovat primery dostatecné pred mistem, které je cilovou oblasti (targetem) pro
sekvenovani. Vysledek znazornuje nasledujici obrazek.
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Vysledek sekvenace useku DNA automatickym sekvenatorem. Zluté zbarvena cast znaci
pocatecni Usek sekvenace, ktery neposkytuje kvalitni data.
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PUvodni metoda 4 oddélenych zkumavek [Expand]

Next Generation Sequencing

Sekvenovani nové generace (z angl. next generation sequencing - NGS) je oznaceni modernich
metod sekvenovani, které vyuzivaji bioinformatické metody ke zpracovani velkého mnozstvi
sekvenacnich dat a jejich porovnani s referenénim genomem. Pfi NGS jsou zpracovavény tisice az
miliony sekvenci souc¢asné, coz ma za nasledek obrovské mnozstvi vystupnich dat (proto nékdy také
nazyvano masivné paraleini sekvenovani). Principy sekvenovani jsou u jednotlivych vyrobcl odlisné,
stejné tak se lisi metody pripravy vzorku. Jedno spusténi sekvenatoru je oproti Sangerové metodé
nakladnéjsi a vyzaduje komplexnéjsi vybaveni a reagencie, avsak umozni sekvenovani velkého
mnozstvi zdrojové DNA za kratky ¢as a pri dostate¢ném obratu i velmi nizkou cenu oproti Sangerové
metodé. PFi NGS Ize sekvenovat dlouhé Useky DNA (aZ cely genom), vice Usekd DNA z jednoho
vzorku, jeden Usek v mnoha opakovanich pro zvyseni presnosti méreni ¢i mnoho podobnych Gsekd
DNA z rliznych vzork(. Za poslednich 20 let se cena sekvenovani lidského genomu diky NGS snizila z
radu miliond dolar na stovky.

Vyvoj ceny sekvenovani lidského genomu

Mezi jednotlivymi metodami NGS jsou velmi zdsadni odliSnosti. Dnes nejcastéji pouzivanou metodou je sequencing by synthesis, mezi dalsi
principy patfi pyrosekvenovani, iontové polovodi¢ové sekvenovani ¢i sekvenovani ligaci. Rozdily jsou také v pfipravé vzork( v zavislosti na
pozadovaném postupu.

Priprava sekvenacni knihovny

Sekvenovani nové generace predchazi relativné dlouha preanalytickd faze, pfi které vznikd roztok pripraveny pro sekvenovani na daném
pristroji, tzv. sekvenacni knihovna:

1. Nejprve je tfeba (stejné jako u jinych metod sekvenace) izolovat DNA ze vzorku. Riznymi metodami docilime odstranéni bunéénych
membran, proteint, sacharidd, lipid ¢i dalsich latek, jako jsou slouc¢eniny pouzivané pro fixaci vzorku pfi jeho uchovavani.
= Po obdobném procesu izolace RNA je mozné pomoci enzymu reverzni transkriptédzy prevést RNA na DNA a sekvenovat tak baze
transkriptomu.
2.V pripadé nékterych postupl jsou pomoci PCR amplifikovany ¢asti DNA, které chceme sekvenovat. Nejprve je vsak ovérena
koncentrace vstupni DNA a celistvost fragmentd (tedy jsou-li izolované molekuly DNA dostate¢né dlouhé a je jich ve vzorku potrebné
mnozstvi pro analyzu). Nékteré z méné ¢asto pouzivanych metod NGS pripravnou amplifikaci nepotrebuiji.
3. V zavislosti na vybrané metodé sekvenovani je treba adekvatné pripravit vzorky a reak¢ni smés sekvenatoru. Zakladnimi dvéma
metodami pripravy knihovny je amplikonové a enrichmentové sekvenovani:
= Pfi amplikonovém sekvenovani vyuzivame konkrétné definované primery pro dané tseky DNA, které sekvenujeme. Useky jsou
kratké a jsou sekvenovany v mnoha opakovanich. Mizeme se tak detailné s vysokou presnosti zamérit na konkrétni zmény v
sekvenci daného genu - tato metoda se nej¢astéji vyuziva pro sekvenovani mnoha kratsich vzork( napfiklad pri screeningu
nadorovych mutaci u vice pacientd.
= Enrichmentové sekvenovani pracuje s mnohem delsimi fragmenty, umoznuje tak efektivnéji zkoumat delsi Gseky DNA, napriklad
pri celogenomovém sekvenovani, resekvenovani ¢i hledani novych &i nezndmych mutaci v Sirsi oblasti. Pri této metodé jsou
pouzivany znacené sondy, do amplifikace vstupuji pouze specifické Useky vymezené témito sondami po purifikaci na magnetickych
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partikulich. Timto krokem dochézi ke snizeni tvorby nezddoucich produktd amplifikace, vznikajicich pfi amplikonovém sekvenovani
nespecifickym mnoZenim kratkych sekvenci pfi prekryvani amplikon(.
4.V zavislosti na pouzité metodé je také rlznymi zplsoby oznacena prislusnost sekvence k danému vzorku - vzhledem k tomu, Ze je
paralelné sekvenovano vice vzorkd, vyuziva se napriklad znaceni indexy, coz jsou kratké oligonukleotidy pridané na zacatek ¢i konec
sledované sekvence. Nékteré z metod sekvenace vyzaduji také pripojeni tzv. adaptorovych sekvenci, které umoziuji fixaci pripravenych
fragmentl DNA k danému mistu uré¢enému pro jeho sekvenovani.

Sekvenovani syntézou a bioanalytika

Sekvenovani syntézou je nej¢astéji pouzivanou metodou vlastni sekvenace, v roce 2013 pokryvalo cca 90 % trhu X!, Zde

je tedy uvedeno jako nejcastéjsi priklad zpracovani vzorku po drive popsané pripravé sekvenacni knihovny. Il |

T :
Pomoci adaptorovych sekvenci se prichyti analyzované fragmenty na flow-cell sekvenatoru (sklenéna deska s miliony 2
fixovanych oligonukleotidd komplementarnich k adaptorovym sekvencim). Sledem dalsich reakci dochdazi k replikaci &
DNA a pfichyceni replikatl jako dalSich templatl na flow-cell. Pfi sekvenovani DNA polymerdazy katalyzuji probihajici ¢

replikaci s fluorescen¢né znac¢enymi dNTPs, takze pristroj zaznamenava rlizné barevné signaly pro jednotlivé baze v
presné definované siti vazebnych mist flow-cell. Schematicky tento Ctyrbarevny obraz flow-cell v jednom momentu
ukazuje obrazek vpravo. Pristroj ziskd v nékolika ¢tenich od jednoho vzorového fragmentu DNA stovky ¢teni v obou

smérech. Sekvenovani syntézou

Vzniklé ,video” zachycujici miliony simultdnné snimanych ménicich se barevnych bod@ analyzuje pocitacovy
program, ktery sestavi jednotlivé sekvence, prifadi je pacientlim/vzorkim podle indexovych sekvenci, vyhodnoti
podobnost méreni stejnych Gsekl a mnozstvi odchylek mezi mérenimi a oproti referené¢nimu genomu. Pfi tzv.
alignmentu software vyhodnoti podle predepsanych dat, které tseky snimané pfi sekvenaci bude porovnéavat s
referencni sekvenci, a odstrani prebytecnd data (nadbytecné sekvenované ¢asti DNA, nespecifické replikaty,
sekvence primerl atd.)

Video popisujici sequencing by synthesis

Flow-cell sekvenatoru

Dalsi metody NGS

Rzni vyrobci vyuzivaji alternativnich metod sekvenovani nové generace. Pyrosekvenovani vyuziva reversibilni terminace transkripce za
pomoci nékolika propojenych enzymatickych reakci. Tato metoda byla prvni NGS metodou uvedenou na trh, pro prekonani jinymi vyrobci vsak
byla vyroba novych pfistroj& pdvodnim vyrobcem postupné ukon&ena po roce 2013 [2],

Sekvenovani za pomoci ligace oligonukleotidl vyuziva znacené reakce, pfi které enzym ligdza k primeru pripojuje oligonukleotidy se znamou
sekvenci na bazi komplementarity k templatové DNA. Tato metoda ma nejnizsi miru chybovosti.

Dalsi metody, jako je sekvenovani na polovodi¢ovém Cipu ¢i nanopérech, jsou méalo pouzivané.

Vyuziti sekvenovani v mediciné

Jak Sangerovo sekvenovani, tak NGS maiji Siroké uplatnéni ve vice odvétvich mediciny. Jedna se o medicinu preventivni/prediktivni -
vyuzivdme biomarkery rizika vyvoje onemocnéni, napriklad mutaci BRCA; diagnostické analyzy umoznujici potvrzeni daného onemocnéni ¢i
jeho rozsah (Huntingtonova chorea) a také vysetreni prediktivnich ¢i prognostickych biomarker(, které popisuji zdvaznost daného onemocnéni
a jeho moznou lé¢bu. Prikladem téchto vysetreni je napfiklad hodnoceni mutaci HER-2/neu receptoru u nadorl prsu ¢i mutaci
tyrozinkindzovych signaliza¢nich kaskad u kolorektdlniho karcinomu. Déle je sekvenovani vyuzivano ve forenzni mediciné ¢i mikrobiologii.

Sangerovo sekvenovani je primarné pouzivano pri nutnosti sekvenace malého mnozstvi kratkych vzorkd. Pri sekvenovani vétsiho mnozstvi dat
jsou vsak jeho vyhody ve vétsiné pripad( prekonany moznostmi NGS.
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