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Souhrn

Molekularni knihovny jsou soubory fragmentovanych ¢asti DNA. Setkavame se s cDNA
knihovnami, genomovymi knihovnami nebo randomizovanymi mutantnimi knihovnami.
Molekularni knihovny jsou pouZivany pii klonovani, fyzickém mapovani, molekuléarni

cytogenetice, porovnavaci genomice a pii genomovém sekvenovani.

V této bakalarské praci je popsan zdkladni historicky vyvoj molekularnich knihoven, od
knihoven vyuzivajicich artificialnich chromozomy po, v dnesni dob¢ nejvice vyuzivané, specidlni
knihovny pro masivné paralelni sekvenovani. Vzhledem k faktu, ze se knihovny vyuzivaji
pfedevsim k sekvenovani jsou v dalSich kapitolach popsany sekvenac¢ni metody nové generace a u

kazdé je podrobné rozebrana piiprava molekuldrni knihovny pro dany sekvenc¢ni systém.

Experimentalni ¢ast této prace se zaméetfuje na optimalizaci ptipravy sekvenénich knihoven

pro transkriptomové sekvenovani u platformy Illumina.



Summary

Molecular libraries are fragmented parts of DNA. Common are cDNA libraries, genomic
libraries or randomized mutant libraries. Molecular libraries are used in cloning, physical mapping,

molecular cytogenetics, comparative genomics and genomic sequencing.

In this thesis is described the basic historical development of molecular libraries, from the
libraries using artificial chromosomes to nowadays the most used special libraries for massively
parallel sequencing. Due to the fact that the libraries are primarily used for sequencing, they are
described in several chapters. Next chapters are for the methods of new generation sequencing
systems and for each of them is described in detail the preparation of molecular libraries.

The experimental part of this work is focused on optimisation of the preparation of

sequencing libraries for transcriptomics sequencing on Illumina platform.
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1. Uvod

Sekvenovani je proces, pomoci kterého je ur€ovano potadi nukleotidii ve zkoumané DNA.
Jeho pocatky sahaji do 70. letech 20. stoleti, presnéji do roku 1977, kdy byly vyvinuty dvé metody
umoznujici sekvenovani nukleovych kyselin. Jejich autory byl tym okolo Fredericka Sangera
(Sangerovo sekvenovani) a kolektiv Allana Maxama a Waltera Gilberta (Maxam-Gilbertovo
sekvenovani). Sangerovo sekvenovani se stalo na dlouha desetileti zlatym standardem, ale i pies
modifikace této metody je jeji vyuziti velmi nakladné a pracné. To vedlo k dalsimu vyzkumu v
oblasti sekvenacnich metod. Postupné se zaaly objevovat sekvenacni metody nové generace (z
anglického ndzvu ,,Next-Generation Sequencing“ - NGS). Tato technologie vyuZivd principu
masivné paralelniho sekvenovéni, coz umoznilo rast kapacity sekvenatorti a dramaticky snizilo

cenu sekvenovani [1].

biologl. Uplatnéni nachazi v mnoha védnich oborech, od mediciny po systematickou biologii.
Poméhaji pifi objasiiovani podstaty mnoha dédi€nych onemocnéni, zkoumdani rakoviny, wvird,

bakterii ¢1 umoZiuji sledovat vnitrodruhovou modifikaci a adaptaci.

Drtiva vétSina sekvenatoria vyuziva ke své praci molekularnich knihoven. Prvnimi
molekularnimi knihovnami byly takzvané kvasinkové umélé chromozomy, které byly po urcité
dobé& nahrazeny bakteridlnimi. Stale vétsi naro€nost na kvalitni a rychlou pfipravu knihoven vedla k

vyvoji sekvenaénich knihoven pro metody sekvenovani nové generace.

Tato bakalatska prace v teoretické ¢asti shrnuje vyvoj molekularnich knihoven a také vyvoj
sekvenacnich metod od metody Sangerova sekvenovani po sekvenacni metody nové generace
S nejveétSim dlirazem na sekvenacni platformu Illumina. Praktickd ¢ast prace je zaméfena na

optimalizaci procesu ptipravy Illumina knihoven pro sekvenovani transkriptomu..



2. Cil prace

1. Vypracovani literarni reSerSe na téma — Molekuldrni knihovny se zaméfenim na
molekularni knihovny pro masivné paralelni sekvenovani.

Izolace celkové RNA a mRNA z bunéénych linii.

Reverzni transkripce mRNA do cDNA za pouziti Strand-Specific metody.

Ptiprava molekularni knihovny ze ziskané cDNA.

o B~ N

Analyza vysledkil a vypracovani bakalaiské prace.



3. Soucasny stav dané problematiky
3.1.  Umély chromozom

Pivodni molekularni knihovny vyuzivaly technologie takzvanych umélych chromozomt (z
anglického ,,artificial chromosomes* (AC)), coz jsou uméle upravené hostitelské chromozomy, do
kterych jsou vlozeny fragmenty DNA. Velké vyuziti nalézaji pti klonovani vétSich fragmenti DNA,

od 300 000 po az 1 milion paru bazi, podle pouzitého typu umélého chromozomu.

Jsou vyuzivany dva typy umélych chromozomi: Bakteridlni umély chromozom
(z anglického ,bacterial artificial chromosome* (BAC)) a kvasinkovy umély chromozom
(z anglického ,,yeast artificial chromosome®“(YAC)). Rozdily mezi témito typy jsou rozepsany nize

v navazujicich kapitolach [2].

Vyuziti nalézaji umélé chromozomy pii mapovani zaloZeném na klonovani, fyzickém
mapovani, molekuldrni cytogenetice, porovnavaci genomice a pii genomovém sekvenovani.

Pouzivani umélych chromozomu ve své dob¢ zpisobilo revoluci v biologickych studiich [3].
3.1.1. Kvasinkovy umély chromozom

V osmdesatych letech byl vytvofen kvasinkovy umély chromozom, ktery umoznil prvni na
knihovné zalozeném zkoumani velkych genomt. Do YAC je mozné vlozit fragmenty o velikosti az

1 Mb DNA [4]. Mapa YAC plazmidu (pYAC) je zobrazena na obrazku ¢.1.

orf
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Obrazek ¢.1: Mapa YAC plazmidu (pYAC) a vyobrazeni YAC klonovaciho systému (ptevzato) [5]
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Mél vsak nékolik negativnich stranek [6]. Dochazelo napiiklad k tomu, ze 50 % klont
YAC bylo chimérickych (klon obsahuje fragmenty z vice ¢asti genomu), nebo také K vnitini
ptestavbé insertu [6-8]. To bylo zplGsobeno rekombinaci uvniti kvasinkového vektoru. [9] Také
vzhledem k ¢asové narocnosti, pii manipulaci a izolaci YAC insertu, bylo od této metody upusténo
[10].

3.1.2. Bakterialni umély chromozom

V devadesatych letech, byla vyvinuta alternativa k YAC a to bakterialni umély chromozom.
velikost insertu okolo 80-200 kb [2, 10]. Divodem pouzivani mensiho insertu je velikost genomu
bakterii, ktery je podstatné mensi neZ v piipad¢ kvasinek. Pokud by insert byl vétsi, dochazelo by
ke zvySeni poctu rekombinaci. Hlavni vyhodou BAC kloni oproti YAC je relativné¢ lehka
manipulovatelnost, ktera je dana velikosti bakterialnich vektort a také rychlosti, jakou se bakterie

mnozi [11].
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3.2.  Sekvenovani

V prvni ¢asti této kapitoly se zaméfim na starSi metodu, kterou je Sangerovo sekvenovani.
Néasledovat budou kapitoly 0 metodach masivné paralelniho sekvenovani na platformach
Roche/454 a Illumina

Vyvoj Vv oblasti novych sekvenanich metod si vyzadal zmény piistupu k piipravé
sekvenacnich knihoven. NGS technologie umoznuje v fadu nékolika hodin osekvenovat desitky
miliont bazi, a proto se BAC knihovny, které vyzaduji zdlouhavou pfipravu, se pro tyto nové a

predevsim rychlé sekvenacéni systémy, staly nepraktickymi [12].

Metody vhodné pro piipravu molekuldrnich knihoven pro sekvenovani nové generace jsou
popsany v nasledujicich kapitolach, vzdy také s popisem, jak samotna sekvenace na dané platformé
probiha. To z toho dtvodu, ze podoba knihovny pro dany sekvenéni systém je vzdy specificka a
nepievoditelnd mezi platformami. Je to dano rozdilnou podobou adaptord, kterou jsou k ptipravé

knihoven pouzity a také zptisobem sekvenace na jednotlivych platformach.

3.2.1. Puvodni sekvena¢ni metody
3.2.1.1. Sangerovo sekvenovani

Metoda navrzena a publikovana britskym biochemikem Frederickem Sangerem roku 1977,
je zaloZena na principu selektivniho zabudovavani dideoxynukleotidu (ddNTP) na syntetizované
vlakno DNA. Po desetileti byla tato metoda zlatym standardem sekvenovani [13]. Za tento objev

byla Fredericovi Sangerovi v roce 1980 udélena Nobelova cena za chemii.

Nukleotidy pouzivané pii syntéze komplementarniho vldkna DNA jsou dvojiho typu:
deoxynukleotidy (ANTP) a ddNTP. Cukernou slozkou ddNTP je 2,3-dideoxyribdza ta znemoziiuje
dal$im nukleotidim se na tento dinukleotid navazat a terminuje tedy syntézu vlakna. Naopak
klasicke dNTP maji jako cukernou slozku 2-deoxyribézu, ktera navazani dalSich nukleotida
nebrani. (Obr. €. 2) Syntéza dle plivodnich specifikaci metody probihd ve Ctyfech rozdilnych
reakénich smésich, kdy kazda reakéni smés obsahuje 3 typy deoxynukleotidll a ¢tvrty nukleotid je

dodén v podobé smési deoxynukleotidu a dideoxynukleotidu (nejcastéji v poméru 99:1) [13 - 16].

Deoxynucleotide Dideoxynucleotide

Obrazek ¢.2: Chemicka struktura deoxynukleotidu a dideonukleotidu (pievzato) [17]
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Vysledkem byla rozdilné dlouha vlakna nukleové kyseliny, ktera se detekovala pomoci
agarosové elektroforézy. Z elektroforetogramu se dala vycCist sekvence zkoumané nukleové

kyseliny (Obr. €. 3).

A i | (o] G
Zkoumana sekvence: TACGAAC

|
|
Smér |

elektroforézy
]

]

|
A 4 ]

Obriazek ¢.3: Vysledny elektroforetogram zkoumané sekvence pii pouZziti Sangerova sekvenovani

Metoda Sangerova sekvenovani pro§la v prub&hu let mnohymi vylep$enimi. V dnesni dobé
se jiz nepouziva agardzovy gel na detekci zkoumané sekvence, ani se tato sekvence nevyhodnocuje
lidskym okem. Cely systém je automatizovany a je vyuzivano takzvaného kapilarniho sekvenovani

(kapilarni elektroforéza).

Kapilarni sekvenovani je akorat jinym usporaddnim Sangerovy metody. Je provadéno v
jedné reakéni zkumavce, ve které se nachdzi smés vSech ctyi klasickych nukleotidi a cEtyr
fluorescenéné znacenych dideoxynukleotidi, které slouzi jako terminatory. Kazdy typ z celkovych
¢tyt typtt ddNTP ve zkumavce je znaen jinou fluorescenéni znackou, coz znamend, Ze emituje

svétlo o jiné vinové délce.

Nasledné je vyuzito takzvané kapilarni elektroforézy. Pfi tomto typu elektroforézy je
zkumavka s produkty pfipojena na katodu. Do zkumavky je vlozena uzka kapilara, kterou jsou
zkoumané molekuly vedeny k anodé. Molekuly se timto tfidi dle velikosti. Kapilara je
prosvécovana laserem, ¢imz dochazi k emisi jedné ze ctyf vinovych délek z fluorescencné

znacenych nukleotidt [18 - 21]. Podoba kapilarniho sekvenatoru je zobrazena na Obrazku ¢.4.
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Obrazek ¢.4: Zjednodusené schéma kapilarniho sekvenatoru (pievzato) [22]

Data z kapilarniho sekvendtoru jsou interpretovdna na pocitaci v softwaru dodavaném se
sekvenatorem. Jsou v podob¢ elektroforetogramu, ze kterého urcujeme kromé sekvence i kvalitu

¢teni sekvence. Kvalitu uréuje podoba vyobrazenych pika pro jednotlivé nukleotidy (obrézek ¢.5)
[18].

Tl G T-TRIT-E CoGCsREA:CR-AT T:C:BR:C:A=C:AA-C
128 138 148

il

Obrazek ¢.5: Podoba elektroforetogramu (ptevzato) [23]
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3.2.2. Sekvena¢ni metody nové generace

Metody sekvenovani nové generace jsou zalozeny na principu masivné paralelniho
sekvenovani. Nazev pochazi z anglického ,,Massively Parallel Signature Sequencing™ - MPSS.
Tento princip vyuziva dva zakladni zpusoby sekvenovani: sekvenace zaloZena na ligaci (,,ligation

based sequencing™ - LBS) a sekvenaci syntézou (,,sequencing by synthesis“-SBS) [24 - 25].

V nasledujicich kapitolach budou zminény dvé nejpouzivangjsi a nejrozsitenéjsi z nich:

Roche/454 a lllumina.

3.2.2.1. Roche/454 - Pyrosekvenace

Technologie pyrosekvenace vyvinutd Svédskym biochemikem Pélem Nyrénem, vyuziva
detekce luminiscence pii procesu zabudovavani ozna¢eného nukleotidu do syntetizovaného vlakna
[26 - 27]. Tato metoda je tedy sekvenatni metodou zalozenou na syntéze (z anglickeho

»Sequencing by synthesis® - SBS).

Prvni komeréné vyuzitelny pfistroj a prvni sekvenator vibec, zalozeny na principu
pyrosekvenace, byl Roche FLX Genome Sequencer v roce 2006 od konsorcia firem 454 Life

Siences a Roche Diagnostics [28].

3.2.2.1.1. Postup pFi sekvenovini metodou 454/Roche

Vlakno nukleové kyseliny je v prvnim kroku fragmentovano na délku mezi 250-800 bazi.
Na ziskané fragmenty jsou navazany adaptory. Adaptory jsou velmi specifické sekvence
oligonukleotidu [29]. V nasledném kroku je vyuzito amplifikace fragmentt s navazanymi adatory
metodou zvanou emulzni PCR (emPCR), pfi které je vyuzivano mikrokuli¢ek, na které se vazou
fragmenty s adaptory [30]. Dalsim krokem je centrifugace, béhem které jsou kulicky s navazanymi
amplikony pfeneseny do jamek na Cip tvofeny optickymi vldkny (PicoTiterPlate). Velikost
mikrokulicek (polomér ~28 um) zajistuje, aby se do kazdé jamky dostala téméef vzdy jen jedna

mikrokuli¢ka. Chyba nastava ve 2-5 % ptipadi [31].

Jakmile jsou jamky na ¢ipu osazeny mikrokuli¢kami, jsou k nim pfidany enzymy: DNA
polymeraza, ATP sulfyraza, luciferaza a apyraza. Dale pfidana smés obsahuje adenosin fosfosulfat
(APS) a luciferin [32 - 33].

K mikrokulic(kam je pfidan roztok konkrétniho pyrofosfaitem znaceného nukleotidu.
Pyrofosfat je na nukleotid navdzan pres fosfatovou skupinu. Pokud je takto znafeny nukleotid
komplementarni k templatu syntetizovaného vlékna, tak je zabudovdn DNA polymerazou.

Struktura nukleotidu a pyrofosfatu je zobrazena na obrazku ¢.6.
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Obrazek ¢.6: Struktura nukleotidu a pyrofosfatu (ptevzato) [34]

Uvolnény pyrofosfat reaguje pomoci ATP sulfyrazi v reakci s APS, ¢imz vznikne ATP.
Vznikla ATP je vyuzita luciferazou pii ptevodu luciferinu na oxyluciferin. Schéma reakce je vidét

na obrazku ¢. 7.

o 0

0-F-0-P-0
o+o NH, NH,
N. \ N \N
o o {Ij Sulfurylase _ _ . {I\)
0§-020 o W N7 ey O-P-0-B-0B-0 o N N
o OK ? 6 o o|;_?
HO OH HO OH
Luciferin _
Luciferase
LIGHT

Obrazek ¢.7: Schéma reakce pyrofosfatu s APS, jehoz vysledkem je emise svételného zafeni.

(pfevzato) [35]

Béhem tohoto pfevodu se uvolni svételné zafeni, které je detekovano (viz. nize). V
poslednim kroku jsou apyrazou degradovany neinkorpované nukleotidy a ATP. Cely proces je
nasledné opakovan s dal$imi nukleotidy [36]. Cely postup pfipravy a priab¢hu pyrosekvenovani je

zobrazen na obrazku ¢. 8.
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Fragmentace Priprava knthowny Navazani pripraveneho
fragmentu
na mikrokulicku

Amplifikace pomoci emPCR Nasednuti mikrokulicek na ¢ip Pribéh samotné sekvenace

Obrazek ¢.8: Postup pii sekvenaci metodou 454/Roche (pievzato a upraveno) [37]

Detekce svételného zafeni probihd pomoci CCD kamery (z anglického ,,The Charge-
Coupled Device) [38]. Koneénym datovym vystupem je graf intenzity svételného zafeni, pomoci
kterého je ur¢ena zkoumand sekvence. V zavislosti na intenzité¢ svételného zafeni se také urcuje,
jestli se za sebou nenachazi dvé a vice stejnych bazi. Datovy vystup je viditelny na Obrazku ¢.9

[37].

Obrazek €.9: Datovy vystup pfi pouzivani sekvenacniho systému od firmy 454/Roche (Pievzato)

[37]
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3.2.2.1.2. Nevyhody platformy Roche/454

Hlavni nevyhodou této platformy je chybovost pii vyhodnocovani repetitivnich nukleotidd,
kdy pii ur¢itém poctu stejnych nukleotidli jdoucich po sobé, je intenzita signalu stejna. Tim padem

neni mozné urcit presny pocet nukleotida v sekvenci [39].

Mezi dal$i nevyhody této sekvenacéni platformy patii takzvané negativni ¢i pozitivni posuny

éteciho ramce.

Negativni posuny se projevuji s ¢etnosti 0,1 — 0,3 % a projevuji se delecemi ve vysledné
sekvenci. Jsou zpusobovany netGplnym zaclenénim nukleotidu piedev§im v homopolymernich
oblastech. Na vin¢ je v tomto pfipadé¢ DNA polymeraza, ktera svou nedostate¢nou exonukleazovou

aktivitou zptisobuje netplné prodlouzeni fetézce [40 - 41].

Pozitivni posuny se projevuji s vétsi Cetnosti a to 1 — 2 %. Jsou zpusobeny inzerci
nukleotidt, které pochéazeji z predchoziho cyklu. Jedna se tedy o nedostatecnou aktivitu enzymu

apyrazy [32].
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3.2.2.2. Hlumina

Sekvenacni systémy od spolecnosti Illumina vyuzivaji také metody SBS. Proces
sekvenovani na platformach Illumina se sklada ze 3 Casti: pripravy knihovny, vytvaieni klastru a

samotné sekvenace.

Ptiprava sekvenacnich knihoven je velmi dulezitym stddiem celého procesu. V této ¢asti
vznikd nejvice chyb, které pii nediisledné¢ kontrole mohou v konecném disledku zpiisobit az

znehodnoceni vysledkt celého sekvenovani.

3.2.2.2.1. Priprava RNA knihoven

Po izolaci RNA z organického materialu dostaneme soubor RNA molekul, z nichz n¢které
ale nekdduji zadné proteiny. NejveétSim zastupcem téchto nekddujicich RNA molekul je rRNA,
ktera tvofi mnohdy az 95 % celkové RNA v buiice. Pro nase zkoumani je vSak rRNA nepouZitelna
a je nutné se ji tedy zbavit. Pokud bychom ji ve zkoumaném vzorku zanechali, dochazelo by
K plytvani kapacity sekvenatoru, jelikoz bychom sekvenovali ¢ast nukleové kyseliny, kterd pro nas

neni predmétem zkoumani.

Izolace mMRNA se provadi v zasad¢ dvéma zpisoby. Bud’ navazanim poly (a) fetézce na 3'-
konec mRNA. Druhym zpiisobem ziskdni mRNA je takzvana deplece rRNA, pomoci RiboZero
kitu. Tento purifikacni kit obsahuje specifické sondy, které se navazou na rRNA. Sondy s rRNA
jsou posléze navazany na magnetické kulicky, které jsou zachyceny magnetem. Zbyly roztok

zbaveny rRNA je odpipetovan a pouzZit pro dalsi praci [42 - 43].

Po vyizolovani mRNA dochazi k fragmentaci vzorku na potiebnou velikost. Fragmentaci
zajiStujeme, aby byl sekvenator schopen precist kompletni zkoumanou sekvenci. Jednotlivé
pfistroje maji riizny rozsah toho, jak dlouhou sekvenci jsou schopny analyzovat. V piipadé
platforem Illumina, pfesnéji pro pfistroj [llumina HiSeq 2500, je idealni délka fragmentd od 200 do
300 bazi bez zapocétenych adaptort [44 - 45] (Tabulka ¢.2).

Fragmentace mRNA je provadéna vétSinou pomoci teploty, kdy je vzorek mRNA smichan s
fragmentacnim pufrem, ktery obsahuje hofe¢naté nebo zinecnaté ionty a dale také Tris-HCI. Smés
je poté vloZzena do termocykleru, ve kterém je ponechana pii 94°C na dobu pottebnou k

nafragmentovani na ur€itou velikost. Dochazi k denaturaci vazeb mezi jednotlivymi nukleotidy.

Ziskané fragmenty o pozadované velikosti je nutné piepsat z RNA do DNA pomoci
reverzni transkripce a nasledné syntézy komplementarniho vlakna. Velmi Casto je vyuZzivano u

piepisu RNA do cDNA takzvané strand-specific metody. Ziskand koédujici RNA je reverzné
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transkribovana do podoby cDNA:RNA za pouziti nespecifickych primert. Na nasyntetizované
vlakno cDNA se nasledné¢ komplementarné za¢ina véazat druhé syntetizované cDNA vlakno. Pii
syntéze druhého vldkna je vSak misto dTTP vyuzito dUTP. Pomoci dUTP se vlakno oznaci. Toho
je vyuzito pii nasledné degradaci tohoto vlakna za pomoci uracil-DNA glykosylazy (UDG).
Ptipravy specifickych knihoven jsou dulezité¢, abychom véd¢€li, Zze jsme zachovali pouze tu

informaci, kterd nas zajim4, a to sekvenci transkribovaného vlakna [46].

Nasledujici kroky jsou jiz shodné s piipravou knihoven z DNA a jsou popsany Vv dalsich

kapitolach a tabulce ¢.1.

3.2.2.2.2. Priprava DNA knihoven

Ptiprava DNA knihoven vyzaduje jiné metody fragmentace vzorku nez je tomu v piipade
knihoven k sekvenovani transkriptomu. Fragmentace je u vzorkli DNA provadéna v zasad¢ tfemi
metodami: tagmentaci (jednd se o fragmentaci pomoci transposomu, které na principu ,,stiihu
a vlozeni* nastiihaji nahodné¢ DNA a na dany fragment nasyntetizuji adaptory [47 - 48]), nebulizaci
(pouziva se stlaceny dusik nebo vzduch, ktery svym tlakem mechanicky fragmentuje DNA [49]) a
sonifikaci (vyuziti ultrazvukovych vin k vytvotfeni plynnych kavitacnich sil v kapaling, které

smykem ¢i zlomem narusi DNA [49]).

Nésledné je provadén takzvany ,size selection®, coz je proces, pii kterém je vyuzito
mikrokulicek, naptiklad ,,AMPure Beads* nebo ,,SPRI Beads®, které odstraiiuji nezadouci malé
fragmenty [50]. Velikostni selekce je zavisla na koncentraci PEG a soli. Cim vy3§i koncentrace
téchto sloZek se v roztoku mikrokuli¢ek a DNA nachézi, tim mensi fragmenty jsou na kulickach

zachytavany [51].

Nésledujici kroky jsou jiz shodné s ptipravou knihoven zRNA a jsou popsany

Vv nésledujicich kapitolach a tabulce ¢.1.

Tabulka €.1: Porovnani postupu béhem piipravy RNA a DNA sekvenac¢nich knihoven

RNA knihovny DNA knihovny
Izolace mRNA z totalni RNA -
Fragmentace mRNA - Rozdilné kroky
Piepis mRNA do cDNA Fragmentace DNA

Uprava konci vlaken

Navazani adaptort Shodné kroky

S

Precisténi knihovny
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3.2.2.2.3. Dalsi zpracovani knihoven

Fragmentace nechavda DNA ,,potrhanou®. Je nutné tedy zarovnat konce fragmentovanych
sekvenci. Tento proces se nazyva ,,end-repairing* a probiha v thermocykleru. Do néj jsou piidany
vzorky s dNTP a polymerazy spolu s polynukleotid kindsou, ktera katalizuje pienos fosfatu
z molekuly ATP na 5' konec vlakna. Polymerazy jsou vybirany tak, aby vytvorily tupé konce
pomoci svych exonukledzovych aktivit a zaroven na 3' konci fetézce vytvorily adeninovy piesah.

Mize byt tedy pouzita T4 DNA polymerdza a Taq DNA polymeraza [52 - 53].

Vytvofeného adeninového piesahu je vyuzito k navazani specifickych indexovanych
adaptorti. Tyto adaptory jsou dvojiho typu: Nextera ¢i TrueSeq. Adaptory jsou v podstaté
oligonukleotidy o délce n€kolika desitek bazi. Slouzi k navazani vldkna ke komplementarnim

oligonukleotidiim na povrchu amplifikac¢nich desticek.

Postup tvorby sekvena¢ni knihovny od ,.end-repairingu po konecné navazani adaptorti je

zobrazen na Obrazku ¢.10.

Obréazek €.10: Schéma ptipravy DNA knihovny (pfevzato) [54]

3.2.2.2.4. Vytvareni klastri

Jakmile jsou sekvenaéni knihovny pfipraveny dojde k jejich preciSténi a nasledné
amplifikaci pomoci takzvané ,,bridge-PCR/bridge amplification®, ¢esky tedy miistkové amplifikace.

Cely tento proces se nazyva vytvareni klastri (z anglického ,,cluster generation®) [53 - 55].

Amplifikace probiha na specialnich amplifika¢nich destickach (,,flow cells®). Existuji dva
typy téchto desticek, a to High Output desticky a Rapid desticky. Na High Output destickach se
nachazi osm amplifika¢nich linii. Na Rapid destickdch jsou tyto linie dvé [56]. Linie

amplifikacnich desticek jsou pokryty dvéma typy specifickych oligonukleotidi [57]. Tyto
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oligonukleotidy jsou komplementarni k adaptorim navazanych na fragmenty vzorku. Podoba

amplifika¢ni desticky je zobrazena na Obrazku ¢. 11.

Obrazek ¢.11: Amplifikacni desticka s vyobrazenymi vazanymi oligonukleotidy (pievzato) [58]

Proces amplifikace probihd v piistroji ¢cBOT pln¢ automaticky. To vSak piedev§im
Vv piipad¢ High OutPut béhu. V piipadé Rapid béhu mizeme vyuzit takzvaného ,,on-board cluster
generation®. Tento proces probiha ptimo v sekvenatorech HiSeq 2500 a 1500.

Do pfistroje jsou vlozeny amplifikacni desticky s navazanymi oligonukleotidy. Jak jiz vyse
bylo popsano, tyto oligonukleotidy jsou komplementarni k adaptorim na fragmentech vzorku.
Kromé vzorku jsou pfidany také dNTP, DNA polymeraza a dalsi reaktanty potfebné k uspésné

amplifikaci fragmenta.

Fragment DNA se navaZe adaptorem na komplementarni oligonukleotid. Je
nasyntetizovano komplementarni vlakno k fragmentu DNA a vytvofena dsDNA, ktera je nasledné
denaturovana a pavodni templat je odmyt. Poté dochézi k ohnuti vldkna ziskané DNA k druhému
typu adaptorti. Takto je vytvofen mustek mezi obéma typy oligonukleotidi na amplifikacni

desti¢ce — odtud pojem miistkova amplifikace.

K ohnutému vlaknu DNA je dosyntetizovano komplementarni vlakno. dsDNA je opét
denaturovana a cely mistek je renaturovan. Timto jsme ziskali dvé ssDNA vldkna ve sméru
5 — 3 a3 — 5. Cely proces je s témito vlakny mnohonasobné¢ opakovan, dokud nedojde k

vytvoreni miliént kopii obou vlaken.

Po dokonceni amplifikace jsou reverzni vlakna odStépena a odmyta. Zachovany jsou pouze
predni vlakna. Timto krokem je ukoncen cely proces vytvareni klastrti. Jeho zjednodusena podoba

je znazornéna na Obrazku €. 12.
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Obrazek ¢.12: Zjednodusené schéma vytvareni klastrt (ptevzato) [59]

3.2.2.2.5. Sekvenace

Jakmile je proces generovani klastri dokoncen, je amplifikacni desti¢ka vloZena do

sekvenatoru, ve kterém probiha samotna sekvenace.

Sekvena¢ni platformy Illumina pouzivaji sekvenaéni metodu SBS (,,Sequenced by
synthesis*), béhem které probiha syntéza komplementarniho vlakna templatu. Béhem této syntézy
jsou vyuzivany specidlné znacené nukleotidy. Po inkorporaci téchto nukleotidii se uvolni zafeni,

jehoz vinové délka odpovida ur¢itému nukleotidu.

Sekvenovani za¢ind, jakmile je nasyntetizovana komplementarni ¢ast sekvenacniho primeru
a je tak zapocato takzvané ,,prvni Cteni (first read) vldkna. Jsou piidany fluorescenéné znacené

nukleotidy, které se postupné vazou na vlakno zacinajici sekvena¢nim primerem.

Jakmile je nukleotid zabudovan do syntetizujiciho vlakna, uvolni se charakteristické zareni
o vlnové délce odpovidajici danému nukleotidu. Toto zéfeni je detekovdno pfistrojem a na jeho
zéklad¢ je urCovana sekvence prvniho ¢teni vlakna. Pfistroj je schopen detekovat zafeni diky
vytvofenym klastrim. Ty v dané oblasti obsahuji vzdy shodné fragmenty, na které jsou navazovany
stejné znacené nukleotidy ve stejnou chvili. To mé za nasledek zesileni zafeni, které je pak pro
pfistroj zjistitelné.

Po dokonceni prvniho ¢teni sekvence je nasyntetizované vlakno odmyto. Poté je provedeno

takzvané ,,Cteni indexu (index read), kdy je nasyntetizovdno komplementarni vlakno k prvnimu
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indexu a sekvena¢nimu primeru, ktery je schodny s tim na pocatku sekvenovani prvniho Cteni.

Nasyntetizovany produkt je poté opét odmyt [60].

Indexy hraji velmi vyznamnou roli. Umoznuji totiz takzvanou multiplexaci, kterd je
nezbytnd pro co nejhospodarnéjsi vyuziti sekvenatori. Diky multiplexaci mizeme sekvenovat
najednou né¢kolik rozdilnych vzorkt na jedné amplifikacni desti¢ce. Kazdy vzorek vlozeny na
amplifikacni destiCku je oznacen specifickym indexem, ktery umoziiuje jeho nésledné odliSeni od
ostatnich vzorku. Indexace ma vSak nevyhodu v mozné chybné detekci indexu a tedy Spatnému

ptifazeni dané sekvence [60].

Templat je ohnut a navdzan k druhému oligonukleotidu na amplifikacni desti¢ce. Je
nasyntetizovano komplementarni vlakno druhého indexu a poté je odmyto. Polymeraza
nasyntetizuje komplementarni vldkno k celému fragmentu. Béhem této syntézy je vyuzito béznych
neznacenych dNTP" Dojde k vytvofeni dsSDNA mistku. dsDNA je denaturovana, ¢imz se ziskaji
dvé vldkna, forward a reverse. Pivodni forward vldkno je odmyto a zlstava je reverzni vldkno,

které je pfipraveno na takzvané ,,pair-end* sekvenovani.

To zaciné po precteni a nasyntetizovani komplementarniho vldkna sekvenacniho primeru —
»druhé cteni” (second read). Stejné jako v prvnim ¢teni se do syntetizovaného vlakna vkladaji

specificky znac¢ené nukleotidy.

Diky tomu, Ze je vlakno sekvenovano z obou stran ziskdme kompletni sekvenci u dlouhych
fragmentl. Ziskana ¢teni jsou poté pouzita k analyze, ktera je popsana v dalsi kapitole. Proces

sekvenovani je zobrazen na Obrazku ¢. 13.

Obrazek ¢. 13: Zjednodusené schéma sekvenace (pievzato) [61]

Pair-endove sekvenovani neni jedinym typem sekvenace. Muzeme vyuzit takzvaného

single-end sekvenovani, u kterého na rozdil od pair-endového sekvenovani dochazi pouze ke éteni
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Z jednoho konce sekvence. Dalsim typem je takzvané mate-pair sekvenovani umoznuje sekvenovat

knihovny o velikosti az n¢kolik kilobazi (kb) [62].

3.2.2.2.6. Analyza dat

Po ukonceni sekvenace je nutné piejit k analyze ziskanych dat. Vystupem, ktery dostaneme
Z piistroje je textovy soubor obsahujici text ve formatu FASTq. Jedna se o modifikaci znamého
FASTA formatu, tedy souboru pismen znacicich jednotlivé nukleotidy. Obsahem textového
souboru jsou jednotlivé ,ready*, kterych mize byt né€kolik stovek tisic az miliont v zavislosti na

pouzité platformé.

Na rozdil od klasického FASTA formatu obsahuje FASTq formét i udaje o kvalité
ziskanych sekvenénich dat (q — z anglického ,,quality). Kazdy FASTq soubor se sklada ze Ctyr
radkl. Prvni fadek obsahuje identifikator sekvence, na druhém je vypsana samotna sekvence. Na
tretim fadku je znak ,,+, ktery je identifikatorem nésledujiciho ¢tvrtého fadku, na kterém je jiz
vypsana kvalita samotného ¢teni pomoci tzv. phred skore. Kvalita (Q) se vypocita dle nasledujiciho

vzorce
Q =—-10=xlog(PR,),

kde P, udava pravdépodobnost, s jakou pfi volani baze doslo k chybé. Pojem ,,volani baze* pochazi
z anglického ,base calling” [63]. Kvalita spravné identifikace baze je zapisovdna pomoci
amerického standardniho kodu pro vyménu informaci (ASCII znaky, z anglického ,,American
Standard Code for Information Interchange) [64]. Cim vy3$§i hodnota ASCII znaku (33-
126: 1"#$%&'()*+,-./0123456789:;<=>?@ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTUVWXY Z[\]*"abcefghij
klmnopqrstuvwxyzfjg~), tim s vétsi pfesnosti byla zkoumana sekvence prectena. Podoba FASTq

formétu je zobrazena na obrazku ¢. 14.

‘WLabel ‘

= | Sequence ‘
@FORIUSPO2AIWD1
CCGTCAATTCATT‘TN\GTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGT
+
AAAAAAAAAAAAL 9@::::??@@: : FFAAAAACCAA: : : : BB@@?A?

ey

‘ Q scores (as ASCII chars)

‘ Base=T, 0=":'=25 ‘

Obrazek ¢.14: Podoba FASTq formatu s vysvétlenim jednotlivych fadka (pfevzato) [65]
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Moznosti dal§iho zpracovavani sekvence ve formatu FASTq je nepieberné mnozstvi a
slouzi v mnoha odvétvich vyzkumu. Manipulace se sekvencnimi daty a jejich vyhodnocovani vSak

vyzaduje alesponl zakladni znalost bioinformatiky.

Jednim ze zékladnich bioinformatickych nastroji pro pre-analyzu sekvencnich dat je
software FastQC, ktery byl vyvinut Babrahamovym Institutem a je volné $ifen pod GPL licenci
jako open source software. Tento néstroj analyzuje jednotlivé zjisténé sekvence a provadi kontrolu
jejich kvality. Zkontrolovani kvality sekvencnich dat by mélo byt provedeno pied jakymkoli dalSim
zpracovani dat. Software poskytuje zakladni statistiku po¢tu readu, délce readd, pfitomnosti

adaptort, Phred kvalita bazi, GC obsah nebo ptitomnost duplikovanych sekvenci [66].

Platformy MiSeq do vystupnich dat automaticky nezapisuji sekvence adaptord a
sekvenacnich primerd, coz ale napfiklad platformy HiSeq neumi a je tedy nutné jejich sekvence
ruéné odfiltrovat. K tomuto ucelu se pouziva knihovna nastroji zvana FASTX-Toolkit, kterd
umozihuje ofezat ready od nechténych sekvenci. Dale také umi filtrovat nekvalitni data, filtrovat

data atd [67].

3.2.2.2.6.1. Analyza sekven¢nich dat po transkriptomovém sekvenovani

Jak jiz bylo vySe zminéno, ziskana data jsou ulozena do souboru s formatem FASTQ.
Fragmenty uloZené v tomto souboru je nutné seskladat tak, aby byla ziskdna sekvence ptivodniho
genomu. Vyuziva se takzvaného skladani neboli kompletace (anglicky ,,assembling®). Ten miize
byt dvojiho typu: referen¢ni nebo de novo. Pii referenénim assemblingu je vyuzivano znamé
referencni sekvence (naptiklad v soucasné dobé¢ je vyuzivana pii sekvenovani lidského genomu
sekvence HG38). K této referencni sekvenci jsou fragmenty prikladany a na zakladé porovnani je
skladana vysledna sekvence, ktera mize byt bud’ pln€ shodna ¢i podobna té referen¢ni. Pti de novo

assemblingu jsou jednotlivé fragmenty skladany k sobé¢ bez jakékoli referen¢ni sekvence.

V piipadé de novo sekvenovani neobsahuji knihovny pouze fragmenty piesné navazujici na
sebe, ale predevsim fragmenty, které se z at’ uz vétsi ¢i mensi Casti piekryvaji. Pristupuje se tedy
k takzvanému sekvenc¢nimu pfilozeni (anglicky ,,alignment®). Pii ném jsou jednotlivé sekvence
ptikladany k sobé tak, aby byly odhaleny shodné sekvence (piekryvy), pomoci kterych se zjisti,
zda-li fragmenty nalezi vedle sebe. Takto jsou jednotlivé fragmenty sestavovany do vétSich celku,

kterymi jsou kontigy. Kontigy jsou dale spojovany do takzvanych scaffolds.

Pti analyze vystupu ze sekvenovani transkriptomu se vyuZzivéa naptiklad volné dostupného
softwaru s nazvem TopHat, pfipadné jeho novéjsi verze TopHat2, ktery ma oproti pivodni verzi

nékolik vylepSeni. Software mapuje jednotlivé ready - hleda spoje mezi jednotlivymi pfeétenymi
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sekvencemi a spojuje je napiiklad na zaklad¢ porovnani s referenéni sekvenci. [68]. TopHat2 vSak
vyuziva jesté pred samotnym mapovanim, takzvaného ,,pfedmapovani®. K tomu je pouzivan
software Bowtie2. Tento program vytvafi indexovanou genomickou sekvenci vyuZzitim
Burrowsovy Wheelerovy transformace (BWT) [69-70]. Tato transformace pievadi data do podoby
mnohem vhodnéjsi ke kompresi. Pfedmapované ready jsou posléze vyuzity programem TopHat,

ktery sekvence nasledné zmapuje a také identifikuje mezery mezi exony (anglicky splice junction).

Vystupem je soubor ve formatu BAM, ktery obsahuje namapované ready [70].

Dalsi analyza je provadéna pomoci softwaru HTSeq [71], coz je python knihovna
vyuZzivajici pro svou praci data spojend s genomovymi soufadnicemi. Obsahuje analyzatory pro
referencni sekvence (FASTA), kratka cteni (FASTQ), sefazena kratka cteni (SAM/BAM format) a
analyzatory pro genomické funkce, anotace a skorovani dat [72].

3.2.2.2.7. Aktualni nabidka pristroji spole¢nosti Illumina

Prvni platformou, kterou tato spolecnost uvedla na trh, byl sekvenator Illumina Genome
Analyzer, ktery byl vyvinut spolecnosti Solexa. Illumina tuto spole¢nost koupila na zacatku roku
2007 [73]. Dokazal piecist sekvence dlouhé 36 bazi. Béh pfistroje trval n€kolik dni a bylo béhem
néj vyprodukovano 1 Gb dat uréenych ke zpracovani [74 - 77].

VyVoj v této oblasti vSak jiz velmi postoupil a v dne$ni dobé pfistroje spole¢nosti Illumina
poskytuji portfolio, které obsahuje nastroje umoziujici sekvenovat, jak malé casti genomd,

amplikont, exonil, provadét celogenomova i transkriptomova sekvenovani.

Aktuélni nabidka spolecnosti Illumina zahrunuje nasledujici sekvenéni platformy: MiSeq,

NextSeq 500, HiSeq 2500, HiSeq X. Specifikace sekvenatort jsou uvedeny v Tabulce ¢.2.

Tabulka ¢.2: Sekvenacéni systémy spolec¢nosti Illumina. (pfevzato a upraveno) [78]

Systém: MiSeq NextSeq 500 HiSeq 2500 HiSeq X
Vhodny pro Sekvenovani Mezistupent mezi | Napf. exomové ¢i | Celogenomové
malych genomd, | systémy MiSeqa | transkriptomove sekvenovani
amplikont a jiné. HiSeq sekvenovani
Mod béhu - Stiedni | Vysoky | Rychly | Vysoky -
vykon | vykon béh vykon
Pocet vyuzitych 1 1 1 1-2 1-2 1-2
amplifikacnich
linii béhem béhu
Objem vystupnich 0,3-15 Gb 20-39 | 30-120 | 10-180 |50-1000 1,6-1,8 Tb
dat Gb Gb Gb Gb
Doba béhu 5-55h 15-26 h | 12-30h | 7-40h | 1-6d do3d
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3.2.2.3. Vyuziti sekvena¢nich metod nové generace

Sekvenacni metody nové generace nachédzi diky svym vyhoddm, ptedevsim kratké dobé
trvani samotné sekvenace a nizké cené za piectenou bazi, uplatnéni v celé fad¢ aplikacich. Od de
novo genomového sekvenovani, celogenomového ¢i cileného resekvenovani, analyzy
transkriptomu, analyzy DNA metylovanych oblasti, mapovani DNA-proteinovych interakci
chromatinovou precipitaci. Umoziuji charakterizovat molekularni podstatu dédi¢nych chorob a
také infek¢nich onemocnénich. Také nachazi uplatnéni v prenatalni diagnostice, molekularni

diagnostice nadoru ¢i ve farmakogenomice [79].
3.2.2.3.1. Celogenomové sekvenovani

Béhem projektu ,,Human Genome*, ktery si daval za cil zmapovat kompletni lidsky genom,
bylo vyuzito v prvotni fazi ptipravy BAC sekvencnich knihoven. DNA byla fragmentovana na
délku okolo 150-200 kb. Tyto fragmenty byly klonovany do bakterii. Tim byla vytvofena BAC
knihovna s 20 tisici riznymi BAC klony nesouci fragmenty DNA. Pro sekvenovani byly tyto BAC
klony dale fragmentovany na fragmenty o délce 2 kb — takzvané ,,subklony*. Bylo tim dosazeno
usnadnéni sekvenace danych ¢asti lidského genomu. Na obrazku ¢.15 je vidét jakym zplisobem

probihalo nasledné skladani sekvence subklont [80].

Targel ganoma

Subcloning
Highly redundant BAC library
- . B -
- == - f L] — - -
L} | | N .
| f |
| ] || | ||

Salaction strategy
Tiling path of BACS

Obrazek ¢.15: Vyobrazeni skladani zkoumané sekvence z jednotlivych subklont (pfevzato) [81]

Néklady na osekvenovani lidského genomu pomoci této metody byly vSak astronické.
Posun v sekvenc¢nich technologich, ktery sniZil ndklady na pfipravu a samotné sekvenovani vsak
umoznil vznik projektu ,,1000 Genome*, ktery na zakladé¢ mezinarodni spoluprace si dava za cil
osekvenovat co nejveétsi pocet lidi, aby nalezl a poskytl komplexni zdroj genetickych variant a to i

takovych, které maji v populaci frekvenci mensi nez 1 % [82].
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Celogenomové sekvenovani mizeme rozd¢lit na dva druhy a to de novo sekvenovani,
béhem kterého je ziskavana kompletni sekvence genomu jesté nesekvenovaného organismu.
Druhym druhem celogenomového sekvenovéani je takzvané resekvenovani, které se od de novo
sekvenovani lisi tim, Ze je k dispozici referen¢ni sekvence, podle které se nova sekvence mapuje.

Tento proces se nazyva ,,read mapping™ [83].

Tento typ sekvenovani se zaméfuje na celou chromozomalni DNA a pokryva tedy i
promotorové ¢i regulacni sekvence. Tim poskytuje kompletni informace o tiplném DNA profilu
daného genomu. Ziskdme informace o jednonukleotidovych polymorfismech (z anglického ,,single-
nucleotide polymorphism), coz jsou jednobodové zdmény nukleotidll v riiznych oblastech genomu
[84]. Dale také dochézi k detekci inzerci a deleci, chromozomalnich zmén a strukturnich variant
[79].

Poprvé bylo celogenomového sekvenovani vyuzito roku 2008 u pacienta s akutni myeloidni

leukémii (AML) [85].
3.2.2.3.2. Sekvenovani transkriptomu

Pod takzvany transkriptom spada veSkera RNA v buiice (mMRNA, tRNA, rRNA, miRNA a
dalsi nekodujici RNA molekuly). Sekvenaci a analyzou transkriptomu miiZzeme analyzovat miru
genové exprese, dale také ziskavdme informace o alternativnich sestfihovych variantach,

somatickych mutacich a mezigenovych fuzich [86].

Jednou z moznosti uplatnéni sekvenovani transkriptomu je naptiklad ve vyzkumu
Diamond-Blackfanovy anémie (DBA). DBA je vrozena erythroidni hypoplazie zptsobena funkéni
haploinsuficienci gent kodujici ribozomalni proteiny. V témét 25 % zahrnuje ribozomalni protein
S19 [87]. Sekvenovani trankriptomu muze napiiklad slouzit vtomto piipadé k analyze
trankriptnich profil u RPS19-deficientnich embryi modelovych organismi a vymezeni funkce p53
u téchto embryi [88].

Dalsi vyuziti naléza sekvenovani transkriptomu naptiklad ve srovnavaci analyze genové
exprese lidi snormalni mozkovou tkani a pacienti postizenych Alzheimerovou chorobou.
Analyzou mRNA z dvou ¢asti mozku (Celni a spankovy lalok) byla zjisténa rizna genova exprese
izoforem genu, alternativni vyuziti promotortu atd. [89]. Vyzkum v oblasti neurodegenerativnich
onemocnéni vSeobecné velmi Casto vyuziva transkriptomového sekvenovéni, jelikoz analyza
genove exprese pomahd analyzovat mechanismy zapojené do molekularni patogeneze
neurodegenerativnich onemocnéni a vyzkum v této oblasti mize vést k novym terapeutickym

lé¢ivim. Kromé Alzheimerovy choroby se vyzkum tyka naptiklad Parkinsonova onemocnéni ¢i
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Huntingtonovy choroby a mnoha dalsich [90].

Sekvenovani RNA ptfinas§i mnoho vyhod oproti klasicky pouzivanym DNA microarray
technologiim. Pfi kvantifikaci exprese je u RNA sekvenovani postradan jeji horni limit a zalezi
tedy pouze na mnozstvi zmapovanych readli. Microarray technologie oproti tomu nejsou citlivé na
velmi malé ¢i velmi vysoké Urovné exprese. RNA sekvenovani se vyuziva také pti de novo
sekvenovani, jelikoz na rozdil od Eipovych technologii neni nutna znalost referen¢niho genomu
[91-92].

3.2.2.3.3. Cilené sekvenovani vybranych oblasti genomu

Jednéa se o metody, pomoci které je sekvenovana pouze definovana oblast v genomu. Timto
je uSetfen Gas a vysledna sekvenacni data nevyzaduji tak velky skladovaci prostor. Naklady jsou
také v piipadé cileného sekvenovani mnohem niz$i. Vyuziti nachazi ve screeningu u velkého poctu

pacientu ¢i pii zkoumani genetickych variant v populaci [93].

Jak bylo vySe zminéno, cilené sekvenovani se velice Casto pouziva pii diagnostice
v medicingé. V posledni dobé se jej velmi vyuzivd pifi detekci nejriznéjSich biomarkerd.
Onkologické biomarkery jsou uzitecné pii1 posuzovani stddia rakoviny, diagndéze pacienta
s rakovinou. Pomoci nich lze utvafet progndzy postupu onemocnéni, ur€ovat Sanci na preziti

daného pacienta, ¢i predikovat odpovéd’ na jednotliva protinadorova 1é¢iva [94-95].

Vybranymi piiklady z nepifeberného mnozstvi biomarkert mohou byt geny proteinové
rodiny RAS (NRAS, KRAS, HRAS, ...), nebo také genl pro receptor epidermalniho rstového
faktoru (EGFR) [96-97].

EGFR, ktery je také zndmy jako HER1 nebo c-ErbB1 se v bézné tkani vyskytuje ve velmi
nizkych koncentracich. Jeho exprese je dulezita pti regulaci bunééné proliferace a pieziti bunky. Za
zvySenim genové exprese EGFR mize byt amplifikace kopii genu, naprodukce EGFR ligandil nebo

také aktivace genu mutaci. VSechny tyto procesy poté vedou k maligni transformaci burnky [98].

Duavodem, pro¢ je EGFR velmi Casto cilem cileného sekvenovani je, Ze je exprimovan u
velkého mnozstvi lidskych nddorti, jako je karcinom prostaty (40-80 %), rakovina vajecnika (35-

70 %), kolorektalni karcinom (80-100 %), a u mnoha dalsich [99].

Pokud se zamé&fime na biomarkery RAS (tyto proteiny navazuji na signélni drahu EGFR),
presnéji napiiklad na typ KRAS zjistime, ze se nachazi v normalnich bunkach a jedna se

intracelularni signalni transduktor, ktery odvadi signaly z bunétného povrchu do jadra pies
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cytoplazmu. Jeho mutovana forma byla nalezena u mnoha typt rakoviny. Napiiklad u karcinomu
pankreatu (okolo 90 %), karcinomu tlustého stfeva (okolo 40 %), ¢i rakoviny plic (15-30 %).
Mutaci genu KRAS ma za pti¢inu zaména jednoho nukleotidu (nejcastéji v kodonu 12 a 13 exonu —
az 95 % vsech mutaci) [100-103].

Biomarkery nejen v ptipadé EGFR a RAS slouzi kromé diagnostiky rakoviny také k tomu,
aby bylo mozné zjistit, zda-li aplikovana 1é¢ba pacientovi pomuze, ¢i jestli mu spiSe nemuze
uskodit. Napiiklad v pfipadé medikace pacientt s indikaci biomarkeru KRAS, kterd se provadi
cetuximabem, je 1é¢ba U¢inna pouze u wild-type typu KRAS genu, kdezto v pfipadé mutantniho
typu genu KRAS miize tato 1écba pacientovi uskodit, coz miize mit za nasledek zkraceni doby

doziti pacienta [104-106].

3.2.2.3.4. Exomové sekvenovani

Pfi exomovém sekvenovani jsou sekvenovany pouze proteiny kodujici oblasti DNA —
exomy, které predstavuji pfiblizné 1-2 % velikosti celého genomu, jedna se tedy o formu cileného
sekvenovani. Vzhledem k tomu, ze se zaméfuje jen na urcitou ¢ast genetické informace, je levnéjsi
a dosahuje vyssiho pokryti (coverage) [107-108]. Pii exomovém sekvenovani je nutné zachytit
exony z celkové DNA. To se déla pomoci hybridizact, které jsou dvojiho typu. Na ,,poli* zalozené

hybridizaci [109] a nebo kapalinové hybridizaci [110].

Sekvenovani exonu se stalo jednim z hlavnich nastroji pro studium nejen genetické pticiny
mendelovsky dédicnych onemocnéni, ale také zptisobu dé€di¢nosti tohoto onemocnéni, jeho
zavaznost a frekvenci v obyvatelstvu. Mizeme detekovat patogenni mutace mezi tisici az miliony
genomickymi variantami [111-113]. Dalsi uplatnéni exonomového sekvenovani je v oblasti
evoluc¢ni biologie, kdy byvaji alignmentovany sekvence a na zaklad¢ vysledku mize byt napiiklad

zjistén puvod urcité exprimujici ¢asti genomu [114-115].
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4. Material a metody
4.1. Materiél

4.1.1. Biologicky materiél

Jako biologicky material byla v praktické casti

molekularni a transla¢ni mediciny v Olomouci.

4.1.2. Kity

Nextera XT index kit 96 indices — 192 samples
Pico RNA Analysis Kit

High Sensitivity DNA Analysis Kit
Dynabeads® mRNA Purification Kit
MinElute® PCR purification Kit 250

4.1.3. Pouzité chemikalie, roztoky a jejich sloZeni

5X reaction buffer for RT

Revert AID H minus reverse transcriptase
DTT

Random Primers

dNTP

Actinomycin D

NEBuffer 2

dUTP mix (50mM)

RNase H

DNA polymerase I. (E. Coli)
Thermo-Start Tag DNA polymerase

T4 DNA polymerase

T4 Polynukleotide Kinase

T4 DNA ligase

10x NEB T4 Ligase Buffer (with 10 mM ATP)
Thermo Start PCR Buffer

Magnesium chloride solution

DMSO

SPRI Select

TRIzol
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pouzita bun&éna linie U20S z Ustavu

[llumina
Agilent Technologies
Agilent Technologies

Life Technologies

Qiagen

Thermo scientific
Thermo scientific
Qiagen

Promega

Bioline

Orphan Europe

New England BioLabs
Bioline

New England BioLabs
New England BioLabs
Thermo scientific
New England BioLabs
New England BioLabs
New England BioLabs
New England BiolLabs
Thermo scientific
Thermo scientific
Roche

Beckman Coulter

Life Technologies



Chloroform
Isopropanol
75% etanol

Eva Green

4.1.4. Pristrojové vybaveni
Minispin

VortexMixer

Thermostat Plus
Centrifuge 5430

C1000 Thermar Cycler
TopSafe 1.2

Agilent 2100 Bioanalyzer
Ika MS3 Vortexer

Qubit 2.0 Fluorometer
Chip Priming Station

Nanodrop Spectrophotometer ND 1000

Hermle 2323K
LightCycler® 480
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Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Biotium

Eppendorf

Labnet

Eppendorf
Eppendorf

Biorad

Euroclone

Agilent Technologies
IKA

Invitrogen

Agilent Technologies
Thermo Scientific
Hermle LaborTechnik
Roche



4.2. Metody
4.2.1. lzolace celkové RNA z lidskych bunék

Pro izolaci celkové RNA z 100 ul bunééné suspenze buneéné liniec U20S jsme k ni piidali 1
ml Trizol reagentu a smés intenzivné zvortexovali. Ke smési jsme piidali 200 pl chloroformu a
opét zvortexovali. Inkubovali jsme 10 minut za pokojové teploty. Nasledné¢ jsme mikrozkumavku
se smési centrifugovali v pfedchlazené centrifuze (Hermle 2323K) na 4 °C, pfi 12 000 rpm po dobu

15 minut.

Stocenim doslo k separaci fazi, z nihz vrchni prihledna faze obsahovala RNA. Odebrali
jsme 500 ul této pruhledné faze a pienesli ji do nové mikrozkumavky. Daéle jsme do
mikrozkumavky ptidali 500 ul isopropanolu a obsah jsme promychali nékolikanasobnym oto¢enim
mikrozkumavky. Néasledovala inkubace po dobu 5 minut za pokojové teploty. V dal$im kroku jsme
centrifugovali mikrozkumavku za stejnych podminek jako v piedchozim kroku, tentokrat po dobu

10 minut.

Po centrifugaci jsme pozorovali bilou peletu na sténé mikrozkumavky. Odstranili jsme
supernatant a k peleté pfidali 1.5 ml 75% etanolu. Mikrozkumavku jsme poté opét centrifugovali za
stejnych podminek po dobu 5 minut. Opét jsme z mikrozkumavky odstranili supernatant a peletu

susili po dobu 6 minut.

Poté jsme ptidali k peleté 25 pul RNase-free vody a smés nékolikrat propipetovali. Pro lepsi
rozpusténi pelety jsme smés inkubovali 10 minut pii 60 °C a nasledné chladili 10 vtefin v ledové

tristi.

Po izolaci jsme zméfili koncentraci, miru integrity a strukturu vzorku na pfistrojich
Nanodrop Spectrophotometer ND 1000 (Thermo Scientific) a Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
technologies), u kterého jsme pouzili RNA Pico Chip a test mRNA Pico.
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4.2.2. lzolace mRNA z celkové RNA

Nejprve jsme celkovou RNA fedili s RNase-free vodou v mikrozkumavkéch tak, aby
celkovy objem odpovidal objemu kalibrovanych mikrokulicek Dynabeads®. Rozpis objemil
reagienci pouzitych pii izolaci mMRNA je uveden v tabulce ¢.3. Mikrozkumavky s nafedénou

celkovou RNA jsme inkubovali 2 minuty pii 65 °C a minutu chladili na ledu.

Mezitim jsme nakalibrovali mikrokuliky Dynabeads®. Pozadovany objem mikrokulicek
jsme napipetovali do mikrozkumavek a vlozili je na magnet. Po pfichyceni mikrokuli¢ek jsme
odstranili supernatant a mikrozkumavky vyjmuli z magnetu. K mikrokulickam jsme piidali
polovi¢ni mnozstvi Binding Buffer oproti pivodnimu objemu mikrokulicek a kulicky v ném
resuspendovali. Opét jsme mikrozkumavky umistili na magnet a supernatant, po usednuti
mikrokuli¢ek na sténu mikrozkumavky, odsali. Poté jsme pfidali stejné mnozstvi Binding Buffer,

jako v pfedchozim kroku a mikrokulicky v ném opét resuspendovali.

Obsah mikrozkumavek jsme smichali s kalibrovanymi mikrokulickami Dynabeads® a
inkubovali za mirného tfepani 5 minut pfi pokojové teploté. Mikrozkumavky jsme nasledné
umistili na magnet a po usazeni vSech mikrokuli¢ek odsali supernatant. Mikrokulicky jsme dvakrat
promyli Washing Buffer B v mnozstvi, které odpovidalo objemu kalibrovanym mikrokuli¢ek. Mezi
kazdym promytim jsme mikrozkumavku vyjmuli z magnetu a mikrokuli¢cky v Washing Buffer B

resuspendovali.

Po odstranéni promyvaciho pufru jsme mikrokulicky resuspendovali v 10 ul RNase-free
vody a 2 minuty inkubovali pti 75 °C. Nasledné jsme pienesli mikrozkumavky na magnet a po
usazeni mikrokuli¢ek odsali supernatant, ktery obsahoval mRNA, a ptenesli jej do cCistych

mikrozkumavek.

Vzorky jsme poté analyzovali na pfistroji Agilent 2100 Bioanalyzer, ktery analyzoval
kontaminaci vzorku zbytkovou rRNA, koncentraci mRNA a jeji strukturu. Opét jsme pouZzili RNA
Pico Chip a test mRNA Pico. Ze ziskanych hodnot jsme vypocetli skute¢né mnozstvi vyizolované
MRNA a take podil této mMRNA k mnozstvi celkové RNA pouzité k izolaci

Vypocet podilu mRNA na mnozstvi celkové RNA vstupujici do izolace jsme vypocetli dle

nasledujici rovnice:

ziskané mnozstvi mRNA

dil mRNA = - - ; 100
pocitm mnozstvi celkové RNA poucziteé k izolaci i
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Tabulka €.3: Rozpis mnozstvi a objemt pouzitych pii izolaci mRNA.

Vzorek Mnozstvi celkové RNA Objem vzorku po iedéni | MnoZstvi mikrokuli¢ek
[ng] [ul] pred/po Kkalibraci [ul]

| A | 2 100 200/100

| B \ 6 100 200/100

| C | 15 100 200/100

| D \ 30 100 200/100

| E | 2 50 100/50

| F \ 6 50 100/50
G | 15 50 100/50

| H | 30 50 100/50

| | \ 25 50/25

| J | 25 50/25

| K \ 15 25 50/25

| L | 30 25 50/25

M \ 2 12,5 25/12,5

| N | 6 12,5 25/12,5

| 0 | 15 12,5 25/12,5

| P | 30 12,5 25/12,5
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4.2.3. Fragmentace mRNA

Reakéni smés k fragmentaci mRNA jsme pfipravili smichanim 4 pul mRNA, 4 pl 5x
Reverse Transcriptase Reaction Buffer (Thermo scientific) a 0.5 pl 100 mM dithiotreitol (DTT,
Qiagen). Mikrozkumavky s reakéni smési jsme inkubovali 2, 4 a 8 minut pii 94 °C. Pro kontrolu

jsme nechali jeden vzorek nefragmentovany.

Vzorky fragmentované mRNA jsme op¢t analyzovali na pfistroji Agilent 2100 Bioanalyzer,
kterym jsme zjistili velikost fragmentti a koncentraci vzorku. Pouzili jsme stejny chip a test, jako

Vv predchozich dvou krocich.

4.2.4. Reverzni transkripce mRNA

Reverzni transkripce byla provddéna podle protokolu ,,Strand-specific libraries* [46]

(protokol ¢.1a) a zaroven podle modifikace tohoto protokolu (protokol ¢.2a).

Reverzni transkripci jsme zacali nasedanim primert. K fragmentovée mRNA jsme dle
protokolu ¢.1a pfidali 1 pl Random primers (3 pg/ul, Promega), 7 ul DEPC vody a 1,5 pl 100mM
DTT. V ptfipad¢ protokolu ¢.2a jsme k fragmentované mRNA pfidali 2 pl Random primers (0,5
pg/ul, Promega), 3 pl DEPC vody a 1,5 ul DTT. Mikrozkumavky se smési jsme inkubovali 3
minuty pii teploté 65 °C.

Po inkubaci jsme k vzorku z protokolu ¢.1a piidali 1 pl 10mM dNTP (Bioline), 0,5 pl
100mM DTT, 1 ul Reverse Transcriptase H(-) (Thermo Scientific) a 8 pl Actinomycin D 0,5 pg/ul
(Orphan Europe). U vzorku z protokolu ¢.2a byl rozdil jen v pfidaném mnozstvi Actinomycinu D,
kterého bylo pfidano 3 pl. Mikrozkumavky s reakéni smési jsme inkubovali 10 minut pii 25°C,

nasledné 60 minut pii 42 °C a cela reakce byla ukoncena 10 minutovou inkubaci pii teploté 70 °C.

Vzorek z protokolu ¢.1a obsahujici komplex cDNA:MRNA jsme poté piedistili pomoci 32
ul SPRISelect magnetickych mikrokuli¢ek (Beckman Coulter). Pfecistény komplex cDNA:mRNA
jsme eluovali do 22 pl DEPC vody a ptenesli jej do nové mikrozkumavky. V pfipadé vzorku
ptipravovaném podle protokolu ¢.2a jsme komplex Cistili s 45 pl SPRISelect a eluovali jej do 13 pl
DEPC vody.

Nasledujici ¢ast byla shodné pro oba dva protokoly. K vzorku v mikrozkumavce jsme déle
ptidali 3 ul NEB 2 Buffer (New England BioLabs), 2 pul dUTP mix (20 mM dUTP, 10 mM
dATP,dCTP, DTP; Bioline), abychom zajistili specificnost druhého vldkna cDNA, dale pak 1 ul
RNase H (2 U/ul; New England BioLabs), 2 ul DNA Polymerase | (E.Coli) (10 U/ul; New England

37



BioLabs) a 0,5 ul 100 mM DTT. Celou smés jsme poté inkubovali 2,5 hodiny pfi teploté 16 °C.

Po inkubaci jsme smés precistili pomoci mikrokuli¢ek SPRISelect. Pro vzorek z protokolu
¢.1a jsme pouzili 45 pl mikrokulicek a poté jej eluovali do 33 pl. Vzorek zpracovavany podle
protokolu ¢.2a jsme ptecistili 45 ul SPRISelect mikrokulicek a ptecisténou dvouvladknovou cDNA
eluovali do 15 pl RNase-free vody. cDNA jsme poté analyzovali pfistrojem Qubit 2.0 Fluorometer
(Invitrogen), kterym jsme zjiSovali koncentraci vzorku a piistrojem Agilent 2100 Bioanalyzer,
kterym jsme ziskali data o velikosti fragmentii cDNA. V tomto kroku jsme pouzili High Sensitivity
DNA Chip a test High Sensitivity DNA.

4.2.5. Priprava sekvenacni knihovny z cONA

K piipravé knihovny jsme pouzili dva alternativni protokoly. Protokol ¢.1b byl ptvodné
optimalizovan K pfipravé knihoven zamplikoni RAS, zatimco protokol ¢.2b se v laboratofi

UMTM pouziva k ptipravé knihoven pro celogenomové sekvenovani.

4.2.5.1. Modifikace koncu

K modifikaci konct jsme u protokolu ¢.1b pouzili 5 ul dvouvlaknové cDNA, ke které jsme
ptidali reakéni smés, slozenou z 1,2 pl 10x NEB T4 Ligase Buffer (with 10 mM ATP) (New
England BioLabs), 1,2 ul ATP (10 mM; New England BioLabs), 1 ul T4 polynucleotide kinase (3
U/ul; New England BioLabs), 0,4 pl Tag Polymerase (5 U/ul; Thermo Scientific) a 3,6 pl DEPC
vody. Smés byla inkubovéana 30 minut pti 37 °C a poté 20 minut pii 72 °C.

V piipad¢ protokolu ¢.2b jsme k 10 pl dvouvlaknové ¢cDNA ptidali 2 ul 10x NEB T4
Ligase Buffer (with 10 mM ATP), 0,5 pl T4 polynucleotide kinase 3 U/ul, 0,4 pl Taq Polymerase
(5 U/ul; Thermo Scientific), 0,4 ul T4 DNA polymerase (New England BiolLabs) a 7,5 ul DEPC
vody. Takto pfipravenou smes jsme inkubovali 20 minut pfi teploté 25 °C a nasledn¢€ 20 minut za

teploty 72 °C.

4.2.5.2. Ligace adaptori

Adaptory pro ligaci jsme pfipravili stejnym postupem pro oba dva protokoly. Smichali jsme
10 pl forward a 10 pl reverse adaptoru. Forward i5 s reverse i5 adaptorem a stejné tak v piipadé i7
adaptorti. Nasledné jsme smési inkubovali 10 minut pfi teploté 95 °C a poté sniZzovali inkubacéni
teplotu o 0,5 °C kazdou minutu po dobu 40 minut. Po inkubaci jsme adaptory natedili do kone¢né

koncentrace 10 UM a smichali v poméru 1:1.

Protokol ¢.1b pokracoval pfidanim 0,5 ul smési adaptort a 0,5 ul T4 DNA Ligase (New

England BioLabs). Smés jsme poté inkubovali 20 minut pii teploté 25 °C, nasledné¢ 10 minut pii
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16 °C a inkubace byla ukonc¢ena teplotou 65 °C po dobu 10 minut.

V ptipad¢ protokolu ¢.2b jsme ke vzorku z ptedchoziho kroku ptidali 1 pl smési adaptort a
1 ul T4 DNA Ligase (New England BioLabs). Takto pfipravenou smés jsme inkubovali 20 minut
pti 25 °C.
4.2.5.3. Precisténi

U obou protokold jsme pristoupili k precisténi vzorku pomoci mikrokulicek SPRISelect.

Vzorky jsme precistili dvojnasobnym objemem mikrokulicek a po pfecisténi je v obou ptipadech

eluovali do 10 ul DEPC vody.

4.2.5.4. Degradace uracilem znaceného vlikna

Abychom degradovali z dvouvlaknové cDNA vlakno, které jsme znacili uracilem, pridali
jsme k precisténému vzorku 2 pul Uracil-DNA Glykosylase (UDG, 5 U/ul; Bioline). Smés jsme
inkubovali 30 minut pfi teploté 37 °C.

4.2.5.5. Amplifikace knihovny

K amplifikaci knihovny jsme v ptipadé protokolu ¢.1b odebrali ze vzorku 5 pl a v piipadé
protokolu ¢.2b 8 ul, ke kterému jsme ptidali reakéni smés a nasledné doplnili DEPC vodou na

celkovy objem 20 pl. Slozeni reakéni smési je uvedeno v tabulce ¢. 4.

Amplifikaci jsme provedli na piistroji LightCycler® 480 (Roche). Program, ktery jsme pouzili
je rozepsan v tabulce &.5. Po amplifikaci jsme vzorky preistili na kolonach z MinElute® PCR

S S 4

purification Kit 250 (Qiagen). Ptecisténé vzorky jsme eluovali do 10 pl DEPC vody.

Tabulka ¢.4: Reakéni smés pro amplifikaci cDNA knihovny

Objem [ul]
Reagience
10x Thermo Start PCR Buffer (Thermo 2
Scientific)
| MgCl, 25 mM(Thermo Scientific) 1,6
‘ Index N712 (lllumina) 1
| Index S501 (Illumina) 1
| dNTP 10mM (Bioline) 0,4
‘ Eva Green 20X (Biotium) 1
Thermo Start Tag DNA Polymerase 5U/ul 0,4
(Thermo Scientific)
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Tabulka ¢.5: Podminky amplifikace knihovny

| Teplota [°C] | Cas Opakovani
| 95 | 5 min -

\ 95 \ 10 sek

| 63 | 30 sek 30x

| 72 | 1 min

\ ' \ - -

4.2.6.0Ovéreni knihovny

Abychom Iépe analyzovali pribéh piipravy knihovny, otestovali jsme vzorky z jednotlivych
krokt na pfistroji Agilent 2100 Bioanalyzer. K této analyze jsme pouzili High Sensitivity DNA
Chip a test High Sensitivity DNA.
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5. Vysledky
5.1. lzolace celkové RNA

Tabulka ¢.6 obsahuje hodnoty koncentraci a Cistoty u jednotlivych izolovanych vzorka

celkové RNA.

Na obrazku ¢.16 je vyobrazena podoba elektroforetogramu vyizolované celkové RNA
vzorku HOO1. Elektroforetogramy zbyvajicich vzorkii celkové RNA vykazovali totoznou kiivku
s ktivkou v elektroforetogramu vzorku HOO1.

[FU]

—

40 |
304 ||
20 |
10 " ‘ |

e .
0 p— 3 B B P . SR——— Sl <2 ey ———— ——rr—

| | | | | |
25 200 1000 4000 [nt]

Obrazek ¢.16: Podoba elektroforetogramu celkové RNA vzorku HO01

Tabulka ¢.6: Naméiené hodnoty koncentraci a ¢istoty vzorkt izolované celkové RNA

Vzorek ng/ ug 260/280 260/230
HO01 1916 1,96 2,01
HO002 2001 1,95 2,01
HOO03 2361 1,93 2,02
HO04 2174 1,92 2,20
HOO05 1798 1,92 2,19
HO06 2464 1,90 2,07
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5.2. lzolace mMRNA

Na obrazku ¢.17 je vyobrazena podoba elektroforetogramu vyizolované mRNA. Celkem
takto bylo analyzovdno 48 vzork( vyizolované mRNA. Struktura kiivky elektroforetogramu

zbyvajich 47 vzork je téméf totozna se strukturou kiivky u vzorku A.

Kazdy tadek v Tabulce €.7 je primérem 3 oddélenych izolaci za stejnych podminek a
obsahuje udaje o primérném mnozstvi vyizolovaného materidlu a primérné¢ namétené¢ hodnoté
kontaminace zbytkovou rRNA. Dalsi data, ktera tabulka obsahuje, jsou primérné hodnoty, které
byly vypoéteny ze zjisténych Udaju o mnozstvi vyizolovaného materialu a mife kontaminace. Tyto
hodnoty reprezentuji skute¢né mnozstvi vyizolované mRNA a podil této mRNA k mnozstvi

celkové RNA pouzité k izolaci.

Graf ¢.1 zobrazuje vliv vstupniho mnoZstvi celkové RNA a objemu pouZitych mikrokuli¢ek

Dynabeads® na vysledny podil vyizolované mRNA k celkové RNA vstupujici do reakce.

(FUl+

35

25 200 1000 2000 4000 [nt]

Obrazek ¢.17: Podoba elektroforetogramu mRNA vzorku A
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Tabulka €.7: Namétené a vypoctené hodnoty u vzorki izolované mRNA

Vzo | Celkem | Sméroda- Mira |Smérodatna| Celkem | Sméroda- | Pomér | Sméro-
-rek po tna kontami- | odchylka |vyizolova- tna MRNA k| datna
izolaci | odchylka | nace né mMRNA | odchylka | pavedni | odchyl-
[no] zbytko- [no] celkové ka
vou RNA
rRNA [%6]
[%0]
A | 770 2,16 \ 12,0 \ 0,36 67,76 1,76 3,39 0,09
B | 197,0 2,83 \ 12,4 \ 0,36 172,80 1,44 2,87 0,02
C | 4220 4,50 \ 12,8 \ 0,37 367,41 4,62 245 0,03
D | 8020 13,14 \ 11,5 \ 0,24 709,77 12,57 2,37 0,04
E 80,4 1,30 \ 10,8 \ 0,08 71,72 1,11 3,59 0,06
F | 1730 2,94 \ 14,2 \ 0,29 148,43 231 247 0,04
G | 4320 8,99 \ 13,2 \ 0,42 375,29 8,99 2,50 0,06
H | 901,0 16,27 \ 12,9 \ 0,37 784,77 11,80 2,62 0,04
| 87,0 2,12 \ 14,5 \ 0,09 74,90 1,86 3,72 0,09
J | 2000 5,10 \ 10,3 \ 0,16 179,40 4,26 2,99 0,07
K | 456,0 7,79 \ 10,5 \ 0,16 408,12 6,32 2,72 0,04
L | 902,0 21,60 \ 11,9 \ 0,29 794,66 21,39 2,65 0,07
M | 1090 4,97 \ 12,6 \ 0,24 95,27 4,37 4,77 0,22
N | 268,0 5,66 \ 15,6 \ 0,29 226,19 5,02 3,77 0,09
O | 454,0 11,58 \ 13,1 \ 0,16 394,52 9,93 2,63 0,06
P | 7820 14,14 \ 13,2 \ 0,29 678,74 10,06 2,26 0,04

Graf ¢.1: Porovnani vlivu mnoZstvi mikrokulic¢ek Dynabeads® a vstupniho mnozstvi celkové RNA

na ucéinnost izolace.
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5.3. Fragmentace mRNA

Obrazky ¢.18-21 vyobrazuji podobu elektroforetogrami vzorkit mRNA. V ptipadé obrazku
¢.18 se jedna o vzorek nefragmentovany, ovSem obrazky ¢.19-21 vyobrazuji elektroforetogramy
fragmentovanych vzorkt.Velikost fragmentt se lisila podle dob fragmentace vzorku, kdy vzorek
fragmentovany 2 minuty vykazoval fragmenty o primérné velikosti 239 nt, vzorek fragmentovany
4 minuty mél primérnou velikost fragmentd 195 nt a vzorek fragmentovany 6 minut meél

pramérnou velikost fragmentii nejmensi a to 164 nt.

Tabulka ¢. 8 obsahuje namétfené¢ primérné velikosti fragmenti u jednotlivych

fragmentovanych vzorkd.

HO11_frag-Omin

T T T T T T
25 200 1000 2000 4000 [nt]

Obrazek €.18: Vzorek nefragmentované mRNA, ktery vSak obsahoval fragmenta¢ni smés

HO11_frag-2min
[FU) 239 nt

T T
25 200

Obrazek ¢.19: Vzorek fragmentované mRNA, kterd byla fragmentovana po dobu 2 minut

T T T T
1000 2000 4000 [nt]
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HO11_frag-4min
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Obrazek ¢.20: Vzorek fragmentovane mRNA, kterd byla fragmentovana po dobu 4 minut

HO11_frag-6min
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Obrazek ¢.21: Vzorek fragmentované mRNA, kterd byla fragmentovana po dobu 6 minut

Tabulka €.8: Primérné velikosti fragmentt fragmentovanych vzorkit mRNA

Vzorek Prumérna velikost fragmentu
MRNA [nt]
- HOL11_frag-2min 239
\ HO011_ frag-4min 195
- HO11_frag-6min 164
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5.4. Reverzni transkripce

Obrazky €.22-25 zobrazuji podobu elektroforetogramt vzorkli cDNA, které byly pfirpaveny
podle protokolu ¢.1a. V piipadé obrazku ¢.22 se jedna o vzorek, ktery vznikl reverzni transkripci
nefragmentované mRNA a mizeme vidét, ze pramérna velikost vzorku cDNA je 1708 bp. Molarita
tohoto vzorku byla 1,4 nmol/l. Fragmentované vzorky, které jsou na obrazcich ¢. 23-25 nebyly
detekovatelné. Obrazky ¢.26-29 zobrazuji elektroforetogramy vzorkti cDNA pfipravenych podle
protokolu ¢.2a.

Tabulka ¢. 9 obsahuje data vzorku pfipravenych protokolem ¢.2a 0 naméfeném mnozstvi
cDNA, velikosti fragmentl jednotlivych vzorkti cDNA a také jejich molaritu namétenou v oblasti

od 35 do 1000 bp.

Pavodni protokol - Omin Q;)Q
[FU] | - \9,,)
50
1708 bp |
A, L il xu’“’“ﬂmx, I
L |
el Tt rr bl
35 150 300 500 10380 [bp]
Obrazek ¢:22: Vzorek nefragmentované cDNA (protokol ¢.1a)
Piivodni protokol - 2 min %Q
[FU] &
100 AP
80—
60— |
40
20 It
O ——— """—mmz—*ﬂ«—'ﬂm%UJ_‘mn_n_m/w ‘u_mr[vhr‘*“ ‘ L
-20 DL | o rrrorror
35 150 300 500 10380 [bp]

Obrazek ¢.23: VVzorek cDNA fragmentovany 2 minuty (protokol ¢.1a)
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Piavodni protokol - 4min ,-,)Q)Q
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Obrazek ¢.24: Vzorek cDNA fragmentovany 4 minuty (protokol ¢.1a)

Pivodni protokol - 6min ")%Q
[FU] Ny
100 5
™
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[ I I D D R B
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Obrazek ¢.25: Vzorek cDNA fragmentovany 6 minut (protokol ¢.1a)
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Obrazek ¢.26: Vzorek nefragmentované cDNA (protokol ¢.2a)
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H020_2min
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Obrazek ¢.27: Vzorek cDNA fragmentované 2 minuty (protokol ¢.2a)
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Obrazek ¢.28: Vzorek cDNA fragmentované 4 minuty (protokol ¢.2a)
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Obrazek ¢.29: Vzorek cDNA fragmentované 6 minut (protokol ¢.2a)
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Tabulka €.9: Mnozstvi cDNA, primérna velikost fragmentti a molarita vzorkt po reverzni
transkripci protokolem ¢.2a.

Vzorek Mnozstvi cDNA [ng] Primérna velikost Molarita [nmol/l]
fragmenti CDNA
H020_Omin 114 1683 12,5
H020_2min 36,9 262 10,8
H022_4min 31,9 221 9,4
H022_6min 13,7 189 8,6

5.5. Enrichment

Na obrazku €.30 je podoba kiivky miry fluorescence detekované béhem qPCR u vzorkl
piipravenych podle protokolu ¢.1b, 2b a negativni kontroly. Nejvice se amplifikovala knihovna
ptipravena podle protokolu ¢.2b. O néco méné UCinng&ji probihala amplifikace u knihovny
pfipravené protokolem ¢.1. U obou vzorklli byla amplifikace detekovatelnd od 15 cyklu.

Amplifikace u negativni kontroly neprobihala.

Fluorescence History

o
2t

Enrichment (protokol ¢.2)

Noow
oo

Enrichment (protokol €.1)

Fluorescence (465-510)
M
[

1.5
1.0
0.5 Negativni kontrola
0:07:28 0:16:29 0:30:01 0:43:33 0:57:05 1:10:36

Time (h:mm:ss)
Obrazek ¢.30: Graf s kiivkami fluorescence vzorki knihoven a negativni kontroly z qPCR.
5.6. Ovéreni pripravené knihovny

Na obrazcich ¢. 31-33 jsou vyobrazeny elektroforetogramy vzorkl pfipravenych pomoci
protokolu ¢.1b. Na obrazku ¢.32 je viditelna amplifikovana knihovna po nerichmentu o primérné
velikosti 420 bp. Obrazky ¢.34-36 jsou elektroforetogramy vzorkt piipravenych podle protokolu
¢.2b. Na obrazku ¢.35 je vidét amplifikovana knihovna po enrichmentu o prumérné velikosti 416

bp. Tabulka ¢. 10 obsahuje namétené hodnoty molarity v oblasti od 300 do 1000 part bazi.
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Obrazek ¢.31: Elektroforetogram vzorku po ligaci a ptecisténi na mikrokulickach (protokol ¢.1b).
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Obrazek ¢. 32: Elektroforetogram vzorku po enrichmentu a ptecisténi na kolonach (protokol ¢.1b).
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Obrazek ¢.33: Negativni kontrola enrichmentu (protokol ¢&.1Db).
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Obrazek ¢.34: Elektroforetogram vzorku po ligaci a pie¢isténi na mikrokulickach (protokol ¢.2b).

[FU]
500
400 —
300
200
100

00—

Enrichment
‘ Amplifikované adaptory

Amplifikovana knihovna

LA L /

{
ot
ol

N}
")
<)
AN

416bp WJ

Il
35

150

300

500

10380

|
[bp]

Obrazek ¢.35: Elektroforetogram vzorku po enrichmentu a ptecisténi na kolonach (protokol ¢.2b).
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Obrazek ¢.36: Negativni kontrola enrichmentu (protokol ¢.2b).
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Tabulka €.10: Namétené hodnoty molarity v jednotlivych krocich ptipravy knihovny.

Protokol ¢. Ligace [pmol/l] Enrichment [pmol/l]
1 91,8 2282
2 123,5 2951
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6. Diskuze
Cilem experimentalni ¢asti této bakalaiské prace bylo optimalizovat alternativni postup

ptipravy sekvenacnich knihoven pro platformu Illumina, tak aby nebylo nutné vyuzivat komeréné

dodavany kit na ptipravu téchto knihoven.

Hodnoty koncentrace a Ccistoty vzorkd zizolace celkové RNA odpovidaly naSim
pozadavkum. Hodnota koncentrace celkové RNA se u vSech vzorkli pohybovala okolo 2000 ng/pl.
Dale byly pouzivany vzorky jiz pod oznacenim odpovidajici zptisobu nasledné izolace mRNA.

Protokol vyrobce doporuc¢oval jako vstupni mnozstvi pii izolaci mRNA 75 pg celkové RNA.
Bylo nutné jej optimalizovat pro nase podminky. Nejlepsi vysledky byly dosazeny pii izolaci
mRNA za pouziti 25 pl mikrokulicek Dynabeads®, ke kterym byly pfidany 2 pg celkové RNA.
mRNA ziskana touto upravenou verzi protokolu tvotila 4,76 % plvodniho vzorku, coz bylo o
1,37 % vice, neZ pfi pouziti 200 pl mikrokuliek Dynabeads® a zachovani stejného vstupniho
mnozstvi celkové RNA. Divodem pro¢ bylo mozné pouzit mnohem mens$i mnozstvi mikrokulicek
je jejich kapacitance, kdy tyto mikrokuli¢ky jsou schopny v objemu 200 pl navazat az 1 pg mRNA.
Tato Uprava izola¢niho protokolu pfinesla kromé snizeni narokt na vstupni mnozstvi celkové RNA
také moznost vyuziti izola¢niho kitu na vétsi pocet vzorkt, presnéji namisto 10 vzorka jej s touto
Upravou lze pouZzit na 80 izolaci. Tento fakt ma predev§im velmi vyrazny vliv na cenu izolace
jednoho vzorku. S puvodni Upravou protokolu by cena izolace jednoho vzorku vysla na 1217,- K¢&.

S nasi Upravou byla ¢astka snizena na 152,- K¢ [116].

Nasledné byla provedena fragmentace mRNA pomoci teploty a hofe¢natych kationti. Tento
zpusob je nejbéznéjsi metodou fragmentace RNA [117]. Vysledna hodnota primérné velikosti
fragmentd byla pro vzorek fragmentovany 2 minuty 239 nukleotidd, pro vzorek fragmentovany 4
minuty 195 nukleotidi a vzorek, ktery byl fragmentovan 6 minut, mél primérnou velikost
fragment 164 nukleotidi. Pro dal$i praci byly pouzity vSechny fragmentované vzorky a take
vzorek nefragmentované mRNA, aby bylo mozné zjistit, zda-1i jednotlivé kroky pii syntéze cDNA

nemaji vliv na primérnou velikost fragmentu.

Reverzni transkripce vychazela z protokolu ,,Strand-specific libraries* [46]. Fragmentované
vzorky, které jsme piipravovali timto protokolem, nebyly detekovatelne. Nefragmentovany vzorek
vsak detekovatelny byl, coz znamend, ze samotnd reverzni transkripce probéhla. S nejvétsi
pravdépodobnosti bylo pti¢inou téchto nespecifickych vysledkii ¢isténi mezi a po syntéze vldken
cDNA, béhem kterych se fragmenty odmyly ze vzorku. Ptistoupili jsme tedy k modifikaci tohoto
protokolu. Pfi modifikaci bylo pfedevsim zménéno mnozstvi SPRI mikrokuli¢ek pouzitych pfi
Cisticich krocich a mnozstvi vody, do které se vzorky po cisténi eluuji. Dale pak mnoZzstvi
pouzitych univerzalnich primert a Actinomycinu D. Bylo pouzito 1 pg univerzalnich primeri

namisto 3 pg a také bylo snizeno mnozstvi vody, ktera se ptidava v kroku nasedani univerzalnich
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primerd, z 7 pl na 3 pl. Zména pii tomto kroku byla kompromisem mezi piivodnim protokolem a
protokolem ,,First Strand cDNA Synthesis“ [118]. Tento protokol byl origindlnim protokolem pro
Reverse Transcriptase H(-), kterou jsme pouzili k syntéze prvniho vldkna namisto SuperScript I11
Reverse transcriptase. Pro pouzitou reverzni transkriptazu bylo nutné upravit také teploty inkubace,
aby odpovidaly idealnim podminkdm pro tuto reverzni transkriptazu. Bylo pouzito 1,5 ug
Actinomycinu D misto protokolem doporucovanych 4 pg. Snizeni mnozstvi Actinomycinu bylo
kompromisem mezi pivodnim protokolem a protokolem TotalScript™ [119]. Odborna literatura
uvadi, Ze pfitomnost Actinomycinu D neni nutnd a doporucuje se jen pro lepsi reprodukovatelnost
vysledku [120]. Pti ¢isténi po syntéze prvniho vlakna bylo pouzito 45 ul SPRI mikrokuli¢ek, ¢imz
byl zvySen pomér Ccistici mikrokulicky:objem vzorku z 1,2:1 na 1,6:1. Toto zvySeni nadm
zabezpecilo, ze nebudou odmyvany mensi fragmenty, které chceme zachovat, ale zaroven budou
odmyty nejmensi fragmenty, které by mohly zptsobovat rizné nespecifity v dalsich krocich. Eluce
probihala do 13 pl namisto 22 pl DEPC vody. U syntézy druhého vlakna cDNA nebyly zménény
objemy reagenci ani Gas &i teplota inkubace. Cisténi po syntéze druhého vldkna probihalo do
stejného mnozstvi mikrokuli¢ek, jaké je uvedeno v protokolu. Jedinou zménou byla eluce do 15 pl
DEPC vody. Primérna velikost fragmenti po reverzni transkripci byla u vzorku, ktery byl
fragmentovan 2 minuty, byla 269 bp, u vzorku fragmentovaného 4 minuty mély fragmenty
pramérnou velikost 221 bp a u vzorku fragmentovaného 6 minut byla hodnota primérné velikosti
fragmenti 189 bp. Za idealni dobu, ktera je nutna pro fragmentaci vzorku mRNA jsme tedy urCily
dobu 4 minut. Takto fragmentovana mRNA vykazuje idedlni velikost, kterd pfi napojeni adaptorti a
indext bude nejblize schopnosti ¢teni sekvenatoru a plné tedy vyuzije jeho kapacity [75]. Po
ptipravé cDNA timto zménénym protokolem byly ziskany prikazné vysledky, které potvrdily, Ze

na$ modifikovany protokol funguje spravné a bude tedy pouzivan k dalsi praci.

Pro piipravu cDNA knihovny byl tedy pouzit vzorek ziskany z mMRNA fragmentované po
dobu 4 minut. Pro tuto ptipravu vsak jiz nebyl pouzit pfedlohou vySe zminény protokol, ale dva
postupy, které se v Laboratofi experimentalni mediciny Ustavu molekularni a translaéni mediciny
pouzivaji v prvnim piipadé k piipravé knihoven z DNA amplikond (protokol ¢.1b) a v ptipadé
druhém K ptipravé celogenomovych knihoven (protokol ¢.2b).

Ligace adaptort fungovala v pfipadé obou pouzitych protokolid spravné, coz potvrdil
nasledny enrichment. Analyzou fluorescenénich kiivek ziskanych pfi kvantitativni PCR bylo
zjisténo, ze k amplifikaci dochazi v pripadé obou vzorku. VEtsi narist fluorescence v piipadé
vzorku pfipravovaného podle protokolu ¢.2b byl dan vétSim vstupnim mnozZstvim cDNA, ktera
byla dana do reakce. Analyzou vzorkd po ligaci a po enrichmentu bylo zjisténo, ze velkou &ast
naméetfené amplifikace pii kvantitativni PCR tvofila amplifikace nenavazanych adaptorti. Zaroven

ale bylo potvrzeno, ze zvolené postupy modifikace konct, ligace adaptorti a enrichmentu funguji,
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jelikoz byly v elektroforetogramu patrné také amplifikované knihovny o pramérné velikosti 420 bp.

Do budoucna bude tedy nutné optimalizovat mnozstvi pouzitych mikrokulicek v Cisticim
kroku po ligaci tak, aby byly odstranény nenavazané adaptory, ale zaroven doslo k zachovani
fragment vzorku. I pfes nutnou optimalizaci Cisténi po ligaci je mozné konstatovat, ze piiprava
knihoven pomoci modifikace alternativniho postupu funguje. Dal§im krokem, kromé optimalizace
bude porovnéni kvality knihovny ptipravené podle protokolu ¢.1b a protokolu ¢.2b s knihovnou
pfipravenou pomoci komer¢niho kitu. Analyza bude provedena piipravou téchto knihoven ze
stejného vzorku a jejich nasledné sekvenaci. Analyzou ziskanych dat budeme moci potvrdit

spravnost postupu ptipravy knihovny alternativnim protokolem.

V neposledni fad¢ pfinasi tento alternativni postup vyznamny posun ve finanéni naro¢nosti
ptipravy sekvenacnich knihoven. Cena pfipravy jednoho vzorku za pouziti originalniho kitu je

1770,- K¢ [121]. Pouzitim naSich alternativnich protokoll se cena snizila na ptiblizn¢ 620,-K¢.
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7. Zavér

Teoreticka Cast této prace byla vypracovaa na zékladé dostupné odborné literatury a byly
v ni shrnuty poznatky z oblasti sekvenénich technologii, s dirazem na piipravu sekvenan¢nich
knihoven pro sekvenan¢ni platformu Illumina a analyzu ziskanych sekven¢nich dat. Popsany byly

také moznosti vyuziti sekven¢nich technologii v oblasti vyzkumu a mediciny.

V experimentalni Casti prace byla zkoumana moznost piipravy sekvenacni knihovny pro
sekvenovani transkriptomu bez pouziti komeréniho kitu. K ptipravé byla pouzita bunécnd linie
U20S. Hlavni pozornost byla vénovana optimalizaci reverzni transkripce mRNA do cDNA a
nasledné optimalizaci ligace adaptorti a enrichmentu sekvenan¢ni knihovny. Byla optimalizovana
izolace MRNA, pomoci Dynabeads® mRNA Purification Kitu, tak aby méla co nejnizsi naroky na
jednoho vzorku. Optimalizaci izolace, a nésledné reverzni transkripce, bylo dosazeno
pozadovaného mnozstvi ziskané cDNA o odpovidajici velikosti fragmentd. K optimalizaci ptipravy
knihovny z cDNA byly pouzity dva odlisné pouzivané protokoly, které byly nasledné
modifikovany pro potieby piipravy knihovny z cDNA. Vysledky ukazaly, Ze je jesté nutna
optimalizace c¢isténi knihoven po ligaci adaptord. Tato modifikace bude predmétem dalSiho

zkoumani.
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9. Seznam zkratek

AC
AML
APS

ASCII

ATP
BAC
bp
BWT
CCD

cDNA

DBA
ddNTP
DEPC
DMSO
DNA
dNTP

dsDNA

DTT
dTTP
dUuTpP

EGFR

Umély chromozom (z anglického Artificial chromosome)
Akutni myeloidni leukémie
Adenosin fosfosulfat

Americky standardni kod pro vyménu informaci (z anglického American Standard
Code for Information Interchange)

Adenosintrifosfat

Bakterialni umé¢ly chromozom (z anglického Bacterial artificial chromosome)
Pary bazi (z anglického Base pair)

Burrowsova Wheelerova transformace

Charge-coupled device

Komplementarni  deoxyribonukleova kyselina (z anglického Complementary

deoxyribonucleic acid)

den

Diamond-Blackfanova anémie (z anglickeho Diamond-Blackfan anemia)
Dideoxynukleotid

Dietyl pyrokarbonat (z anglického Diethylpyrocarbonate)
Dimethylsulfoxid (z anglického Dimethyl sulfoxide)
Deoxyribonukleové kyselina (z anglického Deoxyribonucleic acid)
Deoxynukleotid

Dvouvldknova deoxyribonukleova kyselina (z anglického Double-strand

deoxyribonucleic acid
Dithiothreitol
Deoxythymidin trifosfat
Deoxyuridine trifosfat

Epidermalni ristovy receptorovy faktor (z anglického Epidermal growth factor

receptor)
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emPCR

Gb

GPL

HG38
HRAS
KRAS
LBS:
Mb
miRNA

MPSS

MRNA
NEB
NGS
NRAS
nt

Obr.
PCR
PEG
pYAC

gPCR

RNA
rRNA

SBS

Emulzni polymerazova tetézova reakce (z anglického emulsion polymerase chain

reaction)

Giga baze (z anglického Giga base)

Vseobecna vetejna licence (z anglického General Public License)
Hodina

Lidsky genom 38 (z anglického Human Genome 38)

z anglického Harvey rat sarcoma

z anglickeho Kirsten rat sarcoma

Sekvenace zalozena na ligaci (z anglického ligation based sequencing)
Mega baze (z anglického Mega base)

mikro RNA (z anglického micro RNA)

Masivné paralelni sekvenovani (z anglického Massively Parallel Signature

Sequencing)

Mediatorova ribonukleova kyselina (z anglického Messenger ribonucleic acid)
New England BioLabs

Sekvenovani nové generace (z anglického Next generation sequencing)

z anglického Neuroblastoma rat sarcoma

nukleotida

Obrézek

Polymerazova tetézova reakce (z anglického Polymerase chain reaction)
Polyethylenglykol (z anglického Polyethylene-glycol)

Plasmid kvasinkového umélého chromozomu

Kvantitativni polymerazova fetézova reakce (z anglického Quantitative polymerase

chain reaction)
Ribonukleova kyselina (z anglického Ribonucleic acid)
Ribozomalni ribonukleova kyselina (z anglického Ribosomal ribonucleic acid)

Sekvenovani na bazi syntézy (z anglického Sequencing by synthesys)
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ssDNA

TRIS

tRNA

UDG

YAC

Jednovldknova deoxyribonukleovd kyselina (z anglického  Single-strand

deoxyribonucleic acid)

2-Amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol

Transferova ribonukleovéa kyselina (z anglického Transfer ribonucleic acid)
Uracil-DNA-glykosylaza (z anglického Uracil-DNA-Glycosylase)

Kvasinkovy umély chromozom (z anglického yeast artificial chromosome)
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