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Souhrn

Metoda masivné paralelniho sekvenovéni umoznila rychlejsi a ekonomicté;jsi vyzkum v oblasti
genomiky. Tato technologie umoznuje osekvenovat kompletni lidsky genom za zlomek ceny
i ¢asu v porovnani s doposud pouzivanou Sangerovou metodou. Zavedeni této techniky do ob-
lasti onkologického vyzkumu vyznamné pfispélo k molekularni charakterizaci nadord a hlub-
simu porozumeéni jejich evoluce. Pomoci masivné paralelniho sekvenovani byly identifikovany
nové kauzélni mutace, které jsou podstatou nddorovych dédi¢nych syndroma, porovnanim
sekvenovani DNA nadorové a pfislusné zdravé tkané byly odhaleny nové mutace a strukturni
aberace u vice nez 15 rozdilnych nadorovych onemocnéni. V tomto piehledu jsou uvedeny
technické charakteristiky nejrozsitenéjsich sekvenacnich platforem, kratce shrnuty jejich vy-
hody a nevyhody a popsany moznosti uplatnéni v klinické praxi.
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Summary

Development of new sequencing methods allowed faster and more economical genomic re-
search. With these technologies, it is now possible to determine the complete sequence of
human genome in a short time period and at a relatively low cost. Introduction of next gene-
ration sequencing methods to cancer research provided a comprehensive molecular charac-
terization of cancers and enabled deeper insights into tumor complexity, heterogeneity and
evolution. Next generation technologies have been applied to identify new causal mutations
in genes in hereditary cancer syndromes. More than 15 various tumor types have been already
sequenced and compared to that of normal cells allowing identification of new cancer driving
mutations and genome structural rearrangements. In this review, we describe technical cha-
racteristics of main next generation sequencing platforms, briefly overview their pros and cons
and clinical perspective.
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Uvod

Deoxyribonukleové kyselina (DNA) jako
geneticky material byla popséna v roce
1944 Oswaldem Theodorem Averym [1].
Nékolik let poté (1953) objevili Watson
a Crick [2] dvouvldknovou strukturu DNA
a jeji ctyfi zékladni stavebni kameny.
Genetickd informace témér kazdého
druhu je ulozena v primarni strukture
nukleovych kyselin a znalost jeji sekvence
je zésadni informaci pro vyzkum buné¢-
nych struktur a jejich funkci, s jejichz po-
moci se moderni véda snazi odhalit ,ta-
jemstvi Zivota”. Rozlusténi DNA sekvence
je nezbytné v podstaté pro viechna od-
vétvi biologického vyzkumu. Jesté na
zacatku 70. let 20. stoleti bylo sekveno-
vani DNA velmi obtizné a provadélo se
nepfimo sekvenovanim RNA molekul.
Druha polovina 80. let pfinesla hned
dvé metody DNA sekvenovani. Prvni
metoda, kterou vynalezli Maxam a Gil-
bert [3], je zaloZzena na chemické mo-
difikaci DNA a nésledném rozstépeni
retézce v mistech modifikovanych nuk-
leotidl. Druhd byla publikovéna Frede-
rikem Sangerem et al v roce 1977 [4].
Je zndma jako enzymaticka metoda sek-
venovani (Sangerovo sekvenovani) a vy-
uziva specifickych vlastnosti DNA po-
lymerdzy pfi syntéze nového fetézce.
Technologie enzymového sekveno-
vani byla ,prvni generaci” komeréné do-
stupného sekvenovani a navzdory jeji
pracnosti i casové narocnosti se San-
gerovo sekvenovani stalo velmi rozsi-
fenym v laboratofich po celém svété.
Vyznamny pokrok pfinesla automatizace
této technologie. V roce 1987 uvedla
firma Applied Biosystems na trh prvni
automaticky sekvenator (AB370) vyuzi-
vajici kapilarni elektroforézu k separaci
jednotlivych usekll DNA a umoznujici
osekvenovat 500 kilobazi za den s dél-
kou ¢teného fragmentu (tzv. read) okolo
600 bazi. Soucasny model AB3730xI do-
kdze za den vyhodnotit az 2,88 mega-
bazi a délka ¢teni dosahuje 900 bazi [5].
Automatické sekvendatory dominovaly
v oblasti molekularni biologie témér
dvé desetileti a vedly k vyznamnym ob-
jevim [6]. Za vynalozZeni velkého usili
a penéz byl pomoci téchto sekvenator(
precten prvni lidsky genom. Projekt lid-
ského genomu (human genome pro-
ject) nicméné poukazal na limitace San-

gerova sekvenovani a potfebu novych
technologii s vy3si vykonnosti a pres-
nosti, nizSimi naklady a mensi pracnosti.

Sekvenatory nové generace

Technika sekvenovani DNA zazname-
nala béhem poslednich let velky posun
kuptedu diky novym sekvenatordm tzv.
druhé generace. Sekvenatory prvni ge-
nerace detekovaly DNA baze v fadé
jednu po druhé, zatimco sekvenatory
druhé generace umoznuji masivni para-
lelni sekvenovani az tisic molekul DNA
soucasné. Diky technologii masivniho
paralelniho sekvenovani se vyznamné
snizila doba potrebna k precteni dlou-
hych DNA sekvenci. K ur¢eni sekvence
prvniho lidského genomu bylo potfeba
10 let. Nové technologie sekvenovani
umoznuji urcit sekvenci lidského ge-
nomu nebo jen jeho vybranych &asti za
zlomek casu (nékolik tydn() a za mno-
hem niZsi cenu. Sangerovo sekvenovani
se v soucasnosti stale vyuziva a hodi se
napt. pro sekvenovani PCR produktu
nebo pro malé sekvenacni projekty, ale
pro néro¢néjsi aplikace je nahrazovéno
sekvenatory druhé generace. Trhu dnes
dominuji tii platformy: Roche 454 Ge-
nome Sequencer, lllumina Genome Ana-
lyzer a Life Technologies SOLID System.
Vsechny tfi platformy byly vyvinuty na
konci 90. let 20. stoleti a na trh uvedeny
kolem roku 2005 [7]. Ackoli viechny do-
stupné technologie sekvenovani druhé
generace (next generation sequencing -
NGS) vyuzivaji rozdilnou chemii, sdileji
spole¢né tyto kroky: a) pfiprava tem-
platu neboli vytvoreni knihovny ampli-
kond, b) sekvenovéni a detekce inkor-
porovanych nukleotid(l a c) analyza dat.
Unikatni kombinace pristupl k jednotli-
vym krokdim celého sekvenaéniho béhu
urcuje rozdily mezi jednotlivymi tech-
nologiemi a typem a mnozstvim pro-
dukovanych dat. Rozdily ve vystupnich
datech predstavuji vyzvu v interpretaci
vysledkd dosazenych rGznymi platfor-
mami pfi porovnavani stejné sekvence.
Vsichni vyrobci poskytuji odhad pfres-
nosti a kvality jednotlivych ¢teni, ale
neexistuje zadny konsenzus, ze kvalita
Cteni z jedné platformy je ekvivalentni
kvalité cteni z platformy druhé [6]. NGS
technologie mohou byt rozdéleny do
dvou zdakladnich kategorii. Prvni sku-

pinu pfedstavuji technologie zaloZzené
na PCR amplifikaci templatu (PCR-based
technologies) a zahrnuji tyto komercné
dostupné platformy: Roche 454 Sys-
tem, lllumina sequencers, AB SOLID Sys-
tem and lon Personal Genome Machine.
Druhou skupinu tvofi technologie, které
vyuzivaji tzv. single-molecule sequenc-
ing, tzn. ze nedochazi k amplifika¢nimu
kroku pfed vlastni sekvenaci. Tato sku-
pina zahrnuje napf. technologie Heli-
Scope a PacBio RS SMRT Ssystem [8]
a Oxford Nanopore.

Roche 454

Prvni komeréné dostupny NGS analyza-
tor 454 Genome FLX System byl uveden
na trh v roce 2005. Pracuje na principu
tzv. pyrosekvenovani. To Ize zjednodu-
Sené popsat jako sled enzymatickych
reakci, b&hem kterych se zaclenuji jed-
notlivé baze do nové vznikajiciho fe-
tézce DNA, pficemz dochazi k emisi vi-
ditelného svétla. Mnozstvi uvolnéného
svétla je umérné poctu zaclenénych
nukleotid(l. Cely proces zacina pfipravou
DNA knihovny, kdy je DNA nastépena na
dvouvldknové fragmenty a k jednotli-
vym fragmentdim jsou pfipojeny kratké
koncové specifické adaptory (A a B) slou-
zici v dalsich krocich k purifikaci a am-
plifikaci i k vlastni sekvenaci. B-adaptor
je na svém 5’-konci oznacen biotinem,
ktery slouzi k imobilizaci fragment( na
streptavidinem pokryté magnetické ku-
licky. Dvouvlaknové fragmenty nava-
zané na magnetické kulicky jsou dena-
turovany, pficemz nebiotinylovany
komplementérni fetézec je uvolnén [7].
Takto vzniklé jednoretézcové fragmenty
(knihovna DNA) jsou pfipraveny k hybri-
dizaci ke specidlnim DNA kuli¢ckam, které
maji na svém povrchu komplemen-
tarni sekvenci DNA slouzici jako primer
pro naslednou amplifikaci. Technologie
454 vyuziva klonélni amplifikaci pomoci
emulzni PCR (emPCR). Hybridiza¢ni pod-
minky jsou navrZeny tak, aby se na jednu
DNA kulicku navazal pouze jeden DNA
fragment. Kazda kuli¢ka je uzaviena ve
svém vlastnim ,mikroreaktoru” - ole-
jové emulzi s vodou, kde probiha neza-
visld amplifikace jednoho fragmentu.
Po skonceni emPCR jsou kulicky uvolnény
z emulze, pficemz kazda nese v priiméru
10 miliéonG identickych kopii plvodni
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DNA. Nasleduje tzv. enrichment (oboha-
ceni) - krok, kdy se zachovaji pouze ku-
licky s amplifikovanou DNA, a zbytek se
odmyje. Na obohacené kuli¢ky, které
nyni nesou jednoretézcové DNA frag-
menty, se prichyti sekvenacni primer
a celd smés se nanese do jamek tzv. pi-
kotitracni desticky (pico titer plate —
PTP), ktera je navrzena tak, aby do jedné
jamky zapadla pouze jedna DNA kuli¢ka.
PTP je rozdélena do Ctyf vrstev, kam se
centrifugaci postupné vpravi dalsi druhy
kulicek dulezité pro pyrosekvenacni
reakci. Klicové komponenty reakce pred-
stavuji kulicky s enzymy sulfuryldzou, lu-
ciferdzou, apyrdzou a DNA polymerazou
a se substraty adenosin 5'-fosfosulfatem
(APS) a luciferinem. Jednotlivé nukleo-
tidy proudi nad PTP v pevném pofadi.
Inkorporace komplementarniho nukleo-
tidu DNA polymerazou do nové vznikaji-
ciho fetézce je doprovazena uvolnénim
pyrofosfatu, ktery je pomoci enzymu
ATP sulfuryldzy za pfitomnosti APS pfe-
veden na ATP, jez umozni konverzi lucife-
rinu na oxyluciferin katalyzované enzy-
mem luciferdzou. Pfi této reakci dochazi
k emisi viditelného svétla, které je zazna-
menano CCD cipem. Nespotiebované
nukleotidy a ATP jsou degradovany apy-
rdzou. Proces se cyklicky opakuje a sek-
vence je odeditdna z tzv. pyrogramu.
Hruba data jsou procesovéna 454 pyro-
sekvenacnim softwarem a analyzovana
rlznymi filtry kvality pro odstranéni sek-
venci nizké kvality nebo sekvenci, které
maji vice jak jeden inicialni DNA frag-
ment. Pro analyzu dat jsou dostupné
tyto bioinformatické nastroje: GS De
Novo Assembler, GS Reference Mapper
a GS Amplicon Variant Analyzer [7]. Sou-
casny sekvenator GS FLX Titanium che-
mistry poskytuje vjednom béhu azjeden
milién ¢teni dlouhych az 1 000 bazi [9].
Na trhu je dostupny také stolni (tzv.
benchtop) sekvenator GS Junior s nizsi
kapacitou vhodny do rutinnich labora-
tofi[8]. Jako vSechny platformy maitech-
nologie 454 své vyhody a nevyhody. Jeji
nejvétsi limitaci jsou problémy v detekci
homopolymernich Usekd, jako napf. AAA
a GGG. V procesu inkorporace vice nuk-
leotidl stejného typu zavisi pocet zacle-
nénych nukleotidli pouze na mnozstvi
emitovaného svétla. Tato technologie je
tedy nachylnd k vétsim chybam v urceni

poctu zac¢lenénych nukleotidd a z toho
plynouci inzerce nebo delece v homo-
polymernich Usecich spiSe nez substi-
tuce nukleotidu [9]. Tento problém byl
¢astecné vyieSen pomoci specidlnich
program, které dokazou rozlisit a vy-
filtrovat chybové sekvence [10]. Dalsi
nevyhoda je stale vysokd cena reagen-
cii. Ve srovnani s ostatnimi platformami
vsak 454 technologie poskytuje velmi
dlouha ¢teni, a vyborné se tak hodi pro
celogenomové de novo sekvenovani, re-
sekvenovani (sekvence ¢asti nebo ce-
Iého genomu se porovnava s jiz znamou
sekvenci za U¢elem nalézt rozdily oproti
referen¢ni sekvenci) a pro studium bak-
terialni diverzity, kdy se analyzuji mi-
krobialni genomy z rdznych vzorkd
(metagenomika) [9]. Jinou nespornou
vyhodou 454 technologie je jeji vysoka
rychlost — pouhych 10 hod pro komple-
taci celého sekvenacniho procesu [5].

lllumina/Solexa

Prvni sekvenator zaloZzeny na principu
sekvenace syntézou ve spojeni s tzv.
bridge amplifikaci uvedla na trh spolec¢-
nost Illumina v roce 2007 [8]. U této tech-
nologie se templatova DNA hybridizuje
na opticky transparentni pevny povrch
reakéni komurky (flow cell) a vyuziva
chemicky reverzibilné modifikovanych
nukleotid( [9]. Priprava knihovny zahr-
nuje nastépeni DNA na fragmenty o ve-
likosti < 800 bazi. Konce fragmentu jsou
zarovnany, fosforylovany a na 3'-konci
adenylovany a k obéma koncim jsou
pfidany adaptory. Po denaturaci jsou
jednotlivé fragmenty hybridizovany
k reakéni komUrce, jejiz povrch je husté
pokryt komplementadrnimi adaptory
k adaptorlim pfipojenym k DNA frag-
mentlm. Kazdy fragment je tak svym
jednim koncem imobilizovan k povrchu
reakcni komuarky, kde nasledné probiha
amplifikace. Poté je pfiddna smés rea-
gencii potfebnych pro PCR, adaptory na
povrchu reakéni komurky slouzi jako pri-
mery pro syntézu dvouvldknové DNA.
Ta je nasledné denaturovana. Pavodni
templat je odmyt a nové syntetizované
vldkno DNA zlstavd kovalentné nava-
zano k povrchu reakéni komrky. Svym
volnym koncem hybridizuje k adapto-
rdm (primerdm) na povrchu reakéni ko-
marky, vldkno se ohne a dojde k pre-

mosténi. V dalsim PCR cyklu je adaptor
(primer) opét prodlouzen polymerazou
a vytvofi se dvouvldknovy most (bridge).
Cely proces se cyklicky opakuje, je proto
nazyvan bridge amplification. Nakonec
jsou dvouvldknové mosty denaturovany,
reverzni fetézce odstépeny a odmyty
a zlistanou pouze tzv. klastry tvorené
cca 1 000 identickych kopii DNA frag-
mentl pfipravenych k vlastni sekvenaci.
Sekvenacni primery jsou hybridizovany
k adaptorovym sekvencim a do reakéni
komdrky s klastry je nalita smés polyme-
razy a Ctyi rozdilné fluorescen¢né znace-
nych nukleotid s chemicky inaktivova-
nou 3'-OH skupinou. Je tak zaruceno, ze
v jednom cyklu je inkorporovan pouze
jeden nukleotid. Jakmile dojde k za¢le-
néni nukleotidu do fetézce DNA, po-
zice a typ nukleotidu jsou zaznamenany
diky jeho flourescenéni zna¢ce pomoci
CCD kamery. Terminacni skupina na
3’-konci nukleotidu i fluorescen¢ni bar-
vicka jsou odstranény a cyklus je opa-
kovan. Sekvence kazdého klastru je ge-
nerovana speciadlnim algoritmem, ktery
jednotlivym bazim pfidéluje urcitou
hodnotu, na jejimz zakladé jsou vyfa-
zeny sekvence nizké kvality. Prvni sek-
vendator spolecnosti lllumina, Illumina
Genome Analyzer poskytoval precteni
sekvenci dlouhych 35 bézi a generoval
1 gigabazi (Gb) dat za jeden sekvenacni
béh, ktery trval 2-3 dny. V soucasnosti
je v nabidce spole¢nosti Illumina néko-
lik pristroji rdzné vykonnosti: (throu-
ghput) MiSeq, MiSeqDx, NextGen 500,
HiSeq2500 a HiSeq X Ten. MiSeq a Mi-
SeqDx jsou sekvenatory ur¢ené do ma-
lych laboratofi pro sekvenovéani ma-
lych genom, amplikonové sekvenovani
a cilené sekvenovani vybranych oblasti
genU. MiSegDx je prvnim sekvenatorem
schvélenym americkou FDA (Food and
Drug Administration) pro in vitro mole-
kuldrni diagnostiku garantujici spolehli-
vost vysledkd. NextGen 500 predstavuje
prvni vysokokapacitni stolni sekvena-
sekvenacnich aplikaci. HiSeq2500 je
ultra vysokokapacitni sekvenator umoz-
aplikaci pfeduréeny zejména pro velké
sekvenacni studie provadéné v speciali-
zovanych centrech. HiSeq X Ten je nej-
vykonnéjsi sekvenacni platforma cilena
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pro popula¢ni studie prekonavajici ce-
novou bariéru 1 000 $ za osekvenovani
jednoho lidského genomu. Tato plat-
forma se sklddd z 10 ultra vysokoka-
pacitnich sekvenatord, které jsou spo-
le¢né schopny osekvenovat vice nez
18 000 genomU za rok. HiSeq X Ten
umoziuje cenové dostupnéjsi a dosazi-
telnéjsi sekvenovani lidského genomu
nez cokoli jiného kdy predtim [11]. Sek-
venatory Illumina jsou limitovany re-
lativné kratkou délkou sekvenacnich
Cteni v zavislosti na typu pfistroje, napf.
2 x 125 (HiSeq 2500) 2 x 150 (NextSeq
500) nebo az 2 x 300 (MiSeq) bazi. Tato li-
mitace je dédna zvysenou nebo snizenou
ucinnosti inkorporace nukleotidu a se-
Ihdnim pfi odstrafiovani nebo pfidavani
terminac¢ni skupiny, coz mize zpUsobit
nekompletni prodlouzeni vlakna. Proto
je nejcastéjsi chyba, kterd vzrista s dél-
kou ¢teni, substituce nukleotidu. Dalsi
nevyhoda je nerovnomérné pokryti (tzv.
coverage) v oblastech bohatych na AT
a GC sekvence. V porovnani se Sange-
rovym sekvenovanim jsou lllumina sek-
venatory schopné produkovat mno-
hem vice dat za méné ¢asu i penéz, ale
s vys3i chybovosti vedouci k fale3né po-
zitivité pfi identifikaci sekvenacnich va-
riaci [6]. Ovéem diky ultra vysoké vykon-
nosti, kapacité a cenové hospodarnosti
provozu sekvenatory Illumina v soucas-
nosti ovladaji trh a vyuzivaji se k vétsiné
celogenomovych i resekvenacnich apli-
kaci zahrnujicich lidsky genom i genomy
modelovych organizmd [8].

Life Technologies/SOLiD

V roce 2007 piedstavila tehdy jesté spo-
lecnost Applied Biosystems (dnes Life
Technologies) platformu SOLID (sequenc-
ing by oligonucleotide ligation and de-
tection) pro sekvenovani druhé gene-
race. Na rozdil od predchozich dvou je
SOLID technologie zaloZena na sekveno-
vani ligaci. DNA knihovna se pfipravuje
pomoci emPCR a k fragmentlim DNA se
pfipoji kratké adaptory komplementarni
k adaptordm imobilizovanym na povrchu
magnetickych kulicek. Po amplifikaci jsou
kulicky kovalentné navazany na sklicko se
specidlné upravenym povrchem, které se
vlozi do kazety umoznujici fluidni pritok.
SOLID systém vyuzivd osm nukleotidl
dlouhé sondy. Kazda ze sond ma znamou

sekvenci prvnich dvou bézi, je oznacena
jednou ze ctyr rliznych flourescencnich
barev, pricemz kazda barva predstavuje
4 z 16 moznych di-nukleotidovych sek-
venci. Solid technologie zarucuje pre-
¢teni kazdého nukleotidu 2krat, coz ve-
lice zvySuje pfesnost, s jakou je uréeno
poradi nukleotidd dané sekvence. Mezi
vyse uvedenymi NGS platformami ma
Jeho nejbéznéjsim typem chyby je sub-
stituce nukleotidu. VyuZiti nachazi prede-
vsim v aplikacich, jako je celogenomové
resekvenovani, cilené resekvenovani,
transkriptomova analyza a epigenomika
(chromatinova imunoprecipitace a me-
tylace). V soucasnosti jsou v nabidce dvé
varianty SOLiD sekvendtoru: 5500 System
a 5500xI System. Z nékolika dnes dostup-
nych platforem je obtizné vybrat jednu
optimalni. Ze tfech vyse zminénych NGS
technologii lllumina HiSeq generuje nej-
ma nejvyssi pfesnost a Roche 454 posky-
tuje nejvétsi délku cteni.

Life Technologies/lon torrent

V roce 2010 predstavila firma Life Tech-
nologies pfistroj lon Personal Genome
Machine (PGM) zaloZeny na nové tech-
nologii schopné pfimo prevadét che-
micky signél do digitalni podoby. Misto
optického zplsobu zaznamenavani
jednotlivych nukleotidl se zde vyu-
ziva detekce vodikovych proton( uvol-
nénych v prabéhu syntézy nové vzni-
kajiciho fetézce katalyzovaného DNA
polymerazou. Proces probiha na polo-
vodi¢ovém cipu husté pokrytém mik-
rojamkami, pod nimiz je umisténa na
ionty citliva vrstva. Inkorporace nukleo-
tidu zpUsobi uvolnéni H+, ¢imZ dojde
ke zméné pH, kterou zaznamenava de-
tektor. K pfipravé knihovny se opét vy-
uzivd emPCR. Kuli¢ky s templatem jsou
poté deponovany na Cip tak, Ze v kazdé
jamce je pouze jedna molekula DNA.
Cip je postupné zaplavovan jednotli-
vymi druhy nukleotid(i a dochazi k syn-
téze DNA. Pokud nukleotid neni komple-
mentdrni, detektor zaznamend nulovy
signal. Dojde-li k za¢lenéni dvou nukleo-
tidd, je signal dvojnasobny. Diky tomu,
Ze technologie nepouziva zadné fluo-
rescen¢ni detektory, kamery, skenery
atp., trva jeden sekvenaéni béh méné

nez 2 hod [5]. Technologie je velice jed-
noducha, rychld a levna. Celkové mnoz-
stvi produkovanych dat je urceno hus-
totou jamek na ¢ipu. V roce 2012 byla
predstavena nova generace polovodico-
vého sekvenatoru - lon Proton s kapaci-
tou Cipu slibujici dostate¢nou kapacitu
i pro sekvenaci lidského genomu.

Technologie tzv. single-molecule
sekvenovani

Technologie single-molecule sekveno-
vani pfedstavuje vyraznou zménu ve vy-
voji novych sekvenacnich metod. Tato
technologie, nékdy oznacovand jako
tfeti generace sekvenovani, pfindsi hned
nékolik vyhod. Nevyuziva zadny amplifi-
kac¢ni krok pred vlastnim sekvenovanim,
coz zkracuje dobu pfipravy DNA, redu-
kuje cenu, snizuje chybovost pramenici
z amplifikace, umoznuje vyssi flexibilitu
v délce cteni a presnou kvantifikaci DNA
molekul, protoZe signal je zaznamena-
van v redlném case [9].

Prvni dostupnou technologii tfeti ge-
nerace byla platforma Helicos Genetic
Analysis System vyuzivajici sekvenace
syntézou. Vytvori se jednovlaknova DNA
knihovna, kterd je neuspofadané depo-
novéana na plochou desti¢ku. Desticka je
v kazdém sekvenacnim cyklu zaplavo-
vana DNA polymerazou a jednim ze Cty¥
fluorescen¢né znacenych nukleotidd
a signal je zaznamenan CCD kamerou.
Po promyti se odstrani fluorescen¢ni
znacky a prodluzovani fetézce se opa-
kuje [9].V soucasné dobé neni tato tech-
nologie déle vyvijena.

Dalsi z tfeti generace sekvenacnich
technologii tzv. SMRT (single-molecule
real-time) byla vyvinuta spole¢nosti Pa-
cific Bioscience. Tento systém vyuziva
nanostruktury zvané Zero Mode Wave-
guide - desti¢ky s deseti tisici jamkami
o priméru 10 nm. Béhem sekvenacniho
procesu se komplementérni vldkno syn-
tetizuje pomoci DNA polymerazy ukot-
vené na dné kazdé jamky. Fluorescencni
znacka je umisténa na fosfatové skupiné
nukleotidu, coZz ma za nasledek uvol-
néni zablesku zaroven s jeho inkorpo-
raci. Proces inkorporace i uvolnéni fluo-
rescence trva po urcitou dobu, ¢ehoz se
vyuziva pro urceni identity baze. Tento
pfistup nevyzaduje promyvaci kroky
pfii zaclerovani jednotlivych typd nuk-
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leotidd, a zrychluje tak béh sekveno-
vani. V soucasnosti poskytuje sekvena-
tor Pacific Bioscience model PacBio RS Il
nejvétsi délku ¢teni a extrémné vyso-
kou presnost. Vyuziva se zejména pro re-
sekvenacni projekty na malych proka-
ryotickych i eukaryotickych genomech
diky schopnosti sekvenovat ultra dlouhé
Useky (v prdméru 4 000 bazi). To umoz-
nuje presnéjsi mapovani na referen¢ni
sekvence.

Dalsim prikladem vyuziti nanotech-
nologie pro novou generaci sekveno-
vani je tzv. nanopore sequencing. Kon-
cept vyuziti nanopéru jako biosenzoru
byl navrzen uz v poloviné 90. let, kdy za-
pocal vyzkum nanopéru na pidé akade-
mickych instituci, jako je Oxford ¢i Har-
ward. V roce 2005 vznikla spole¢nost
Oxford Nanopore s cilem prevést aka-
demicky vyzkum do komer¢ni sféry [12].
Technologie je zaloZena na biologickych
vlastnostech nanopdru. Nanopéry jsou
soucasti proteinovych kandlkd v mem-
brandch a dovoluji vyménu ionta.
Nanopdérem protéka konstantni proud.
Analyt, kterym je v pfipadé vyuziti pro
sekvenovani jednofetézcovd molekula
DNA, prochazi nanopérem a dochazi
k detekci jednotlivych nukleotidd, pfi-
¢emz pro kazdy typ nukleotidu je pre-
dem ur¢ena modulace proudu. Vyuziti
technologie nanopéru pro sekvenovani
DNA nabizi mnoho vyhod oproti stava-
jicim platformdm. Technologie mé mi-
nimalni pozadavky na reagencie i pfi-
pravu vzorku, je levnd, rychld a nabizi
analyzu DNA v redlném case. Sekve-
novani stejné molekuly DNA muze byt
neustale opakovano. Jednotliva c¢teni
mohou byt dlouhd az desitky kilobazi.
Vétsina soucasnych sekvenacnich tech-
nik je ve srovnani s technologii nano-
po6ru komplikovand - vyzaduje kromé
izolace DNA i jeji znaeni a namnozeni,
rozbiti na malé fragmenty, které jsou pak
mnohonasobné sekvenovény. | techno-
logie nanopdéru ma viak sva uskali, ktera
je nutno vyfesit, nez na trh pfijde prvni
»nhanotech” sekvendtor. Vysoka rychlost,
s jakou je DNA translokovana skrz na-
nopodr, totiz zplsobuje problémy s roz-
lisenim signalu nukleotidu od signalu
pozadi. V roce 2013 bylo publikovéno
nékolik praci, které posunuji feseni to-
hoto problému dale [13-15]. Zjistilo se

napt., ze plisobenim svétla o urcité vl-
nové délce Ize docilit zpomaleni pritoku
DNA skrz nanopér. Technologie nano-
poru prosla rozli¢nymi technickymi zlep-
Senimi, kterd umoznila lepsi rozliseni
i stabilitu nanopdru. V roce 2012 ohlasila
firma Oxford Nanopore pfichod prvniho
sekvendtoru — GridlON System, ktery sli-
buje precteni celého lidského genomu
v 15 minutéch. Nedavno byl také pred-
staven miniaturizovany sekvendtor, jenz
se vejde do kapsy - Minlon od Oxford
Nanopore schopny precist DNA frag-
menty o velikosti do 10 kilobazi. V sou-
¢asnosti jsou oba systémy jesté ko-
mercné nedostupné.

Aplikace NGS technologii

Schopnost NGS technologii produ-
kovat obrovské mnozstvi sekvenac-
nich dat v pomérné kratké dobé za
relativné nizkou cenu je déld uzitec-
nymi nastroji pro fadu aplikaci, napf.
de novo genomové sekvenovani, celo-
genomové nebo cilené resekvenovani
pro objevovani novych mutaci a po-
lymorfizm, analyza transkriptomu
a DNA metylovanych oblasti, mapovani
DNA-proteinovychinterakcipomocichroma-
tinové imunoprecipitace (ChIP-Seq) atd.
Néstup NGS technologii umoznil cha-
rakterizovat molekularni podstatu nej-
raznéjsich onemocnéni. NGS tech-
nologie nachazeji Siroké uplatnéni
v molekularni diagnostice dédi¢nych
chorob, infekénich onemocnénich, pre-
natalni diagnostice, farmakogenomice,
v molekuldrni diagnostice nadorl i jejich
prognéze [16]. Nadorové onemocnéni je
zpUsobeno nahromadénim mutaci v ge-
netickém materidlu. Tyto mutace, které
mohou byt germinalni (zdédéné od ro-
dica) i somatické (ziskané v prabéhu Zzi-
vota), maji zdsadni efekt na onkogeny,
nadorové supresory nebo geny majici
na starosti reparaci DNA, umoziuji unik-
nout kontrolnim bunéé¢nym mechani-
zmdm vedoucim v kone¢ném dusledku
ke vzniku nadoru. Studium mutacnich
profilG jednotlivych typd nador( tedy
vyznamné pomdha objasnit mechani-
zmy kancerogeneze. V poslednich né-
kolika letech bylo pomoci NGS techno-
logii provedeno velké mnozstvi studii,
které poskytly komplexnéjsi molekularni
charakterizaci nadorovych onemocnéni

a vedly k objeveni novych gen(l aso-
ciovanych zejména s rakovinou mlé¢né
Zlazy, vajecnik(, tlustého streva a konec-
niku, plic, jater, ledvin, rakovinou hlavy
a krku, melanomem a akutni myeloidni
leukemii [17] a k identifikaci velkého
poctu rekurentnich mutaci (identické
mutace detekované ve velkém poctu
vzork() [18], které byly standardnimi cy-
togenetickymi technikami nezachyti-
telné. NGS technologie se ukazaly byt
velice slibnym diagnostickym nastrojem
pro identifikaci germinalnich mutaci, jez
jsou podkladem familidrnich syndroma.
V pfipadé familidrniho melanomu jsou
znamy pouze dvé mutace odpovédné za
rozvoj onemocnéni. Mutace v CDKN2A
(cyclin-dependent kinase inhibitor) se po-
dili na 40 % familiarnich pfipadd mela-
nomu, kdeZto mutace v CDK4 (cyclin-de-
pendent kinase 4) byla nalezena jen
u velmi malého poctu probandu. Sekve-
novani nové generace probandu z néko-
lika rodin s vyskytem familiarniho me-
lanomu odhalilo pro melanom novou
rizikovou variantu c.G1075A genu MITF
(microphthalmia-associated transcription
factor) [18].

Celogenomové sekvenovani

Celogenomové sekvenovani zahrnuje
de novo sekvenovani a tzv. resekveno-
vani. Pfi resekvenovani se sekvenuji
stejné genomy jako u de novo pfistupu,
ale s tim rozdilem, Ze je k dispozici re-
ferenéni sekvence, na kterou se nova
sekvence zpétné mapuje. Vyhoda ce-
logenomového sekvenovani je sekve-
nace celé chromozomalni DNA, pokryti
promotorovych a regula¢nich sekvenci
a tim i poskytnuti informace o Uplném
muta¢nim profilu daného genomu za-
hrnujicim bodové mutace, malé inzerce
a delece, chromozomalni zmény a struk-
turni variace typu CNVs (copy number
variations). Celogenomové sekveno-
vani se proto nejvice vyuziva k identi-
fikaci novych a vzacné se vyskytujicich
mutaci [16]. Prvni celogenomovy sekve-
nacni projekt byl realizovdn na nadoro-
vém a normalnim vzorku téhoz pacienta
s cytogeneticky normalni akutni mye-
loidni leukemii (AML) v roce 2008 [19]
a vedl k identifikaci osmi novych soma-
tickych mutaci zi¢astnénych v patoge-
nezi AML a nékolika somatickych inzerci
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a deleci. Pomoci celogenomového sek-
venovani lze také Uspésné detekovat
chromozomalni prestavby. Znalost chro-
mozomadlnich translokaci je velmi dule-
Zitd z biologického i klinického pohledu.
Naptfiklad Gleevec® byl vyvinut pro inhi-
bici fuzni tyrozinkindzy Bcr/Abl — chro-
mozomalni prestavby typické pro chro-
nickou myeloidni leukémii (CML). CML
je nddorové onemocnéni se specifickou
chromozomalni aberaci tzv. Philadelph-
skym chromozomem, kde vznikd fuzni
gen BCR-ABL. Produktem toho genu je
tyrozinkinaza fosforylujici celou fadu
protein( klicovych pro proliferaci a dife-
renciaci hematopoetickych bunék. Gle-
evec je pfiklad léku, ktery byl vyvinut
na zékladé molekuldrni podstaty CML.
Podobné chromozomalni prestavby
u solidnich tumor( byly zatim charak-
terizovany jen chabé z divodu nedo-
statku systematickych pfistup(, avsak
s nastupem NGS technologii je detekce
chromozomadlnich aberaci i u solidnich
nadorl realizovatelnd a cenové do-
stupnd. Nedavna studie objevila translo-
kace genl EML4-ALK (echinoderm micro-
tubule associated protein like 4 — EML 4,
anaplastic lymphoma kinase — ALK) u ne-
malobunéc¢ného karcinomu plic a také
TMPRSS2-ERG (transmembrane protease
serine 2 — TMPRSS2, ETS-related gene -
ERG) u karcinomu prostaty [20]. Celo-
genomové sekvenovani je velmi vyhod-
nym pfistupem pro nalezeni novych
potenciadlné terapeutickych cild.

Exomové sekvenovani

Exomové sekvenovani je pristup tzv. ci-
leného sekvenovani, kdy jsou sekveno-
vany pouze kédujici oblasti — exomy. Lid-
sky exom predstavuje asi 1 % velikosti
celého lidského genomu, exomové sek-
venovani je tudiz snazsi, cenové méné
narocné a umoznuje vyssi pokryti (co-
verage). Pomoci celoexomového sek-
venovani (whole exome sequencing -
WES) byly napt. Uspésné identifikovany
mutace odpovédné za familidrni na-
dory pankreatu [21], dédi¢ného feochro-
mocytomu [22] ¢i familidrniho mela-
nomu [23]. Studium mutacniho profilu
adenokarcinomu plic odhalilo nové mu-
tace v fadé protoonkogent (ERBB4, KDR,
FGFR4 a NTRK) a nadorovych supresor(
(NF1, RB1, ATM a APC), jejichZ znalost na-

bizi nové zpusoby lé¢by. Podobné byly
u glioblastomu detekovany aberace RTK,
TP53, RB signaliza¢ni dradhy a mutace
v NF1, které mohou v budoucnu vést
k vyvoji inhibitord drah MEK, nebo RAF
a k zefektivnéni lé¢by [20]. Velky pocet
WES studii novych genetickych aberaci
je shrnut v praci Tran et al [24].

Sekvenovani transkriptomu
Transkriptom predstavuje soubor vsech
molekul RNA (mRNA, rRNA, tRNA a dalsi
nekédujici RNA molekuly). Transkripto-
mova analyza je jednim z nejdilezitéj-
Sich pristupl pro komplexni moleku-
larni charakterizaci nadort. Sekvenovani
transkriptomu (RNA-seq) velmi usnad-
nilo detekci mezigenovych fuzi, soma-
tickych mutaci a alternativnich sestfi-
hovych variant. Na rozdil od ¢ipovych
technologii neni technologie RNA-seq
limitovana predchozi znalosti genomu,
dynamickym rozliSenim nebo zkiize-
nou (cross) hybridizaci. Fize genu jsou
v genomech nadort (prevazné u hema-
toonkologickych malignit) velmi ¢asté.
Pomoci RNA-seq byly objeveny nové
fuze gend napt. u rakoviny mlécné zlazy,
prostaty, lymfomu a melanomu [9].
Vyskyt urcitych fuzi genl je spojovan
s procesem kancerogeneze specific-
kych tkani nebo orgdnt a tyto zmény
mohou byt vyuzity jako diagnostické
markery onemocnéni. Nékteré flize byly
naopak nalezeny napfti¢ nékolika roz-
dilnymi druhy néadord. Takovym pfi-
kladem je fiize genl z RAF signaliza¢ni
drahy, kterd byla identifikovana u karci-
nomu prostaty, zaludku i melanomu [9],
majici potencidl terapeutického cile pro
vSechny tfi malignity. RNA-seq umoz-
fuje studium i nekddujicich ncRNA mo-
lekul, jeZ se Ucastni Sirokého spektra bio-
logickych procest zahrnujicich regulaci
proliferace, diferenciace a apoptozy.
Typickym pfikladem jsou mikroRNA
(miRNA) jako klicové reguldtory genové
exprese.

Cilené sekvenovani

vybranych oblasti

Cilené sekvenovani (targeted sequenc-
ing) je inovativni technika, kterd umoz-
nuje sekvenovat pouze vybrané geny
nebo definované oblasti genomu, coz
Setfi Cas, penize a vyZaduje i méné pro-

storu pro skladovani dat. Typicky se tato
technika vyuziva pro sekvenovani vel-
kého poctu vzorku pfi screeningu nebo
validaci genetickych variant v populaci.
NGS zde umoznuje identifikovat vzac-
né;jsi varianty, které nejsou Sangerovym
sekvenovanim zachytitelné, anebo je je-
jich identifikace pfilis draha. Vyuzije-li se
pro cilené sekvenovani vysokého pokryti
(coverage), mohou byt timto zptisobem
charakterizovany neobvyklé sekvenacni
varianty v populaci s frekvenci o ¢etnosti
pod 1 %. Amplikonové sekvenovani je
vhodné do klinického prostiedi pro od-
halovéni somatickych mutaci v kom-
plexnich biologickych vzorcich, jako je
napf. smisSeny vzorek nadorové a nor-
malni DNA.

U targetovaného sekvenovani exis-
tuji dnes tfi rozdilné zplsoby pfipravy
knihovny — multiplex PCR, single-plex
PCR a tzv. targeted capture (cileny ,za-
chyt”) s ndslednou multiplex PCR. Tech-
nika multiplex PCR je reprezentovana
AmpliSeq technologii, kterou nabizi
Life Technologies. Je mozné vyuzit az
6 144 parG primerl, jez se smichaji
v jedné PCR zkumavce a umozni selek-
tivni amplifikaci oblasti naseho zajmu.
Ampliseq technologie vyZzaduje pouze
10 ng vstupni DNA z rGznych typ0 na-
dorovych vzork( veetné FFPE. Nedavno
byla tato technologie upravena i pro
amplifikaci celého lidského exomu. K to-
muto Ucelu byl navrzen lon AmpliSeq
Exome kit s 294 000 pary primerG [25].
Obohaceni vzorku zaloZené na sin-
gle-plex PCR pfedstavuje technika zvand
Microdroplet PCR od RainDance Tech-
nologies. Umoziuje vysoce efektivni si-
multanni amplifikaci az 4 000 vybranych
sekvenci na jeden vzorek. Dalsi techni-
kou pfipravy amplikonové knihovny je
Access Array System od spole¢nosti Flui-
digm. Tato technologie vyuzivd metodu,
ktera umoznuje amplifikovat 48 rlznych
vzork( s pouzitim az 48 rozdilnych pard
primerU. Posledni technika pfipravy am-
plikonové knihovny vyuzivé specifickych
sond pro zachyt oblasti naseho zajmu
a nasledného obohaceni vzorku o tyto
oblasti pomoci PCR. Tyto hybridni tech-
niky jsou reprezentovany technologiemi
TrueSeq Amplicon od spole¢nosti lllu-
mina, HaloPlex od Agilent Technologies
a SeqCap EZ technology od spole¢nosti
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Roche NimbleGen. Jak Microdroplet PCR,
tak Access Array System jsou vhodné ze-
jména pro sekvenovani nékolika gend
ve velkém mnozstvi vzorkd. V opa¢ném
pripadé (velké mnozstvi genli v malém
poctu vzorkdl) jsou tyto techniky neeko-
nomické. Obé technologie vyzaduji také
pfidatné specializované vybaveni, coz
predstavuje jejich dalsi nevyhodu. Kli-
nickému vyuziti nejlépe vyhovuji tech-
niky AmpliSeq, TruSeq Amplicon, Halo-
Plex a SeqCap EZ System, jelikoZ jsou
vhodné pro sekvenovani stovek genl
v malém, ale i vétsim poctu vzorkd. Pi-
prava knihovny zabere pouze jeden den.
Senzitivita a specificita je srovnatelna.

Lze si vybrat ze standardnich kit na-
vrzenych napf. i pro zachyt nejbéz-
néjsich mutaci u onkologickych pa-
cientl - tzv. nddorové panely — nebo si
navrhnout projekt dle oblasti vlastniho
zajmu. Spole¢nost Ambry Genetics vysla
vstfic klinickym potfebam a vyvinula né-
kolik diagnostickych kit pro zachyt he-
reditarnich nddorovych onemocnéni za
vyuziti NGS technologii. Spole¢nost Ge-
neDx se rovnéz specializuje na testovani
vzacnych hereditarnich poruch a nabizi
komplexni panel 29 genll vyznamné
asociovanych s vrozenymi nadorovymi
onemocnénimi nebo panely zaméfené
na jednotlivé nadorové typy.

Vyuziti NGS v onkologické praxi

Pomoci sekvenovéni nové generace byly
identifikovany nové genetické zmény
pfispivajici k onkogenezi, nadorové pro-
gresi i metastazovani. Vyznamnych po-
krok( v identifikaci novych s nadory aso-
ciovanych gent bylo dosazeno u nador(
mlécéné Zlazy, ovaria, tlustého stieva
a konecniku, plic, jater, renalniho karci-
nomu, u nador0 hlavy a krku, melanomu
a akutni myeloidni leukémie [17]. NGS
objevy novych s nddory asociovanych
genl jsou shromazdovény na celosvé-
tové dostupnych portdlech. Napfiklad
National Cancer Institute (NCI) podpofil
Uspésny projekt vytvoreni atlasu nado-
rovych gent — The Cancer Genom Atlas
(TCGA) za ucelem zlepSit nddorovou pre-
venci, véasnou detekci a Ié¢bu. Dalsi pro-
jekt z oblasti nadorové genomiky pod-
porovany International Cancer Genome
Consortium (ICGC) je Cancer Genome
Projekt. Ten si klade za cil komplexné
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Obr. 1. Shrnuti workflow integrace omickych dat.

U daného pacienta je osekvenovan nadorovy a zdravy genom. Geneticka informace je
analyzovéana a interpretovana multidisciplinarnimi experty. Pacientovi je navrzena lé¢ba
,Sitd na miru”. Z analyzy profituje také pacientova rodina, protoze se zjisti i hereditarni ri-
ziko vzniku nddorového onemocnéni a mohou byt provedena pfislusna opatreni [16].

charakterizovat genomické, transkripto-
mické a epigenomické zmény u 50 rlz-
nych nadord nebo jejich subtyp, které
maji klinickou i spole¢enskou dllezitost.

WGS poprvé ukazalo sviij diagnosticky
potencidl u pacienta s nejednoznacnou
diagnézou akutni myeloidni leukemie
nezndmého typu. Sekvenovanim byla
zjisténa fuze PML-RARA genll potvrzu-
jici diagnézu akutni promyeloidni leuke-
mie vedouci ke zméné terapie a zlepSeni
progndzy [16]. Walsh et al [26] pomoci
cileného pfistupu detekovali 21 novych
mutaci asociovanych s hereditarnimi na-
dory mlé¢né zlazy a vajecniku. Testovani
BRCA genl se standardné provadi po-
moci PCR a nasledného Sangerova sek-

venovani produktl. Vétsi exonové de-
lece a duplikace se dodatecné testuji
pomoci MLPA (multiplex ligation-de-
pendent probe amplification). Doda-
tecné testovani je aviak omezeno pouze
na znamé variace. Diky tomu je vysledek
testu u mnoha pacientt s hereditarni dis-
pozici negativni. NGS studie provedena
mezi 300 rodinami s hereditarnim vysky-
tem rakoviny prsu odhalila pfedtim ne-
detekované mutace u 52 probandd [16].
Na zakladé vysledkl této studie byla vy-
vinuta metoda kombinujici amplifikaci
dlouhych usekli pomoci PCR a jejich NGS
sekvenaci pro detekci mutaci v genech
BRCAT a BRCA2 [27]. Technologie sek-
venovani nové generace je diky vyvoji
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malych stolnich sekvendatord dostupna
i pro klinické aplikace. Je vhodnd pre-
devsim pro sekvenovani vybranych pa-
nelll gen. Diky tomu je analyza a inter-
pretace dat méné naro¢nd. Kombinace
vsech NGS technik poskytuje globaini
pohled na nadorovy genom. Onkolo-
gickd praxe stoji na pokraji doby, kdy
budou mit lékafi k dispozici osekveno-
vany nadorovy/zdravy genom pacienta
dfive, nez rozhodnou o zpUsobu Iécby.
Na obr. 1 je shrnuto workflow takové in-
tegrace genomickych, transkriptomic-
kych a epigenomickych dat.

Zaveér

Zavedeni sekvenacnich metod nové ge-
nerace do klinické praxe je stale limi-
tovano nékolika faktory. Prvni z nich je
cena celogenomového sekvenovani. Cil,
za kterym se ubird vyvoj NGS techno-
logii, je dosazeni ceny 1 000 $ za jeden
kompletni sekvenacni béh s primérnym
pokrytim 30krat. Zda se, ze novy sekve-
nator spole¢nosti lllumina nedavno uve-
deny na trh bude schopen dosdahnout
cenového limitu 1 000 $. Za jak dlouho
bude vyuzitelny pro rutinni klinickou
praxi, zUstdva otdzkou. Druhy limitujici
faktor je obrovské mnozstvi generova-
nych dat, pro ktera je nutné nalézt zp(-
sob uchovavani pro pozdéjsi analyzu
a interpretaci vysledkd. Naklady ply-
nouci z uchovavani a interpretace tak
velkého mnozstvi dat jsou mnohdy vy3si
nez ndklady na vlastni sekvenovani, coz
si malé diagnostické laboratofe nemo-
hou dovolit. Dal3i komplikaci je absence
standardu pro urceni kvality sekvenac-
nich dat. Je znamo, Ze kazda z platforem
NGS mé specificky typ chyb. Spravné
rozlisit mezi genetickou variantou a chy-
bou sekvenacni platformy je nezbytné
pro nasledné rozhodovani o typu Iécby.
Rozdilné bioinformatické strategie se
také mohou odrazit na vysledku analyzy

dat. Kromé jiného vyvstava také etickd
otdzka nakladani s NGS daty a jejich
zpétného predavani pacientim. Rea-
lita NGS dat je zatim takova, Ze klinicky
a biologicky dlezita informace zlstava
Casto pohrbena v obrovském mnozstvi
fale$né pozitivnich ¢i negativnich vy-
sledkl. Zavedeni NGS technologie do
klinické praxe ma tedy pred sebou jesté
Cetné prekazky. K uvedeni do klinické
praxe je nyni nejblize genetické testo-
véani hereditarnich syndrom(. Navzdory
vsem vyse popsanym problémdm po-
skytuje NGS nebyvalé pfilezitosti pro
studium molekuldrni podstaty nadoro-
vych onemocnéni.
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