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Metody sekvenovani nové generace (NGS)

Souhrn

Cilem této bakalaiské prace je shrnout zdkladni principy fungovani genetickych
sekvenacnich metod a moznosti jejich vyuziti ve vyzkumu. Dale jsou v praci zohlednény
rozdilné parametry jednotlivych metod, jako naptiklad cena sekvenovani, zplsoby vyuziti
a chybovost ¢teni.

V tvodni kapitole jsou popisovéany tradicni metody sekvenovani, které staly na pocatku
rozvoje tohoto odvétvi. V ramci této kapitoly je také popsdna metoda PCR (Polymerazova
fetézova reakce), jejiz znalost je stézejni pro pochopeni principi sekvena¢nich metod.

Nasledujici kapitoly jsou vénovany metodam NGS (Sekvenovani nové generace). U kazdé
metody jsou popsany zpusoby piipravy vzorkit a nasledné samotného sekvenovani. V praci
jsou také zohlednény moZznosti vyuziti jednotlivych technologii.

Jedna kapitola je vénovéna studiim Vv oblasti zoologie, pro které byly vyuzity sekvenacni
metody. V ramci této kapitoly je demonstrovana dilezitost téchto metod pro dal$i obory.
Jedna se napriklad 0 medicinu, evolu¢ni biologii nebo Slechténi uzitkovych zvitat.

Posledni kapitola je vénovana srovnani jednotlivych generaci sekvenacnich metod.

Kli¢ova slova: Sangerova metoda, Illumina, 454 sekvenace, Ion Torrent, nanoporové

sekvenovani



Next generation sequencing methods (NGS)

Summary

The main goal of this thesis is to summarize basic principles of genetic sequencing
methods and their applications in research. Furthermore, different parameters of individual
methods are taken into account in this thesis, such as the costs of sequencing, area of
application and reading error rate.

The introduction applies to traditional methods of sequencing, which stood at the
foundation of this industry. Principle of PCR (Polymerase Chain Reaction), which is crucial
for uderstanding of genetic sequencing, is also described in this chapter.

Further chapters are dedicated to the NGS (New Generation Sequencing) methods. For
each of them, methods of samples preparation and sequencing are described. Possibilities of
utilization of different technologies are also described in this part.

One chapter is dedicated to applications of sequencing methods in zoological researches.
The importance of genetic sequencing for medicine, evolutional biology and breeding
programmes and other biological fields is mentioned.

The last chapter is devoted to a comparsion of sequencing methods.

Keywords: Sanger sequencing, Illumina, 454 sequencing, lon Torrent, nanopore sequencing
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1 Uvod

V roce 1953 byla védci popsana struktura DNA. Za tento objev ziskali v roce 1962
Nobelovu cenu Maurice Wilkis, James Watson a Francis Crick (Gann & Witkowski 2013).
Jiz v 70. letech 20. stoleti byly néasledné predstaveny prvni metody ¢teni genetické sekvence.
Po dalsich tficet let se vyvoj genetického sekvenovani zaméioval na modernizaci jedné z nich,
a to Sangerovy metody (McGinn & Gut 2012). V poslednich dvaceti letech bylo naproti tomu,
diky rozvoji technologii, pfedstaveno velké mnozstvi sekvenacnich metod s riznymi zptisoby
mapovani genomu. Také zasluhou stalého zlepSovani sekvenacnich technik patii dnes
molekularni genetika K nejrychleji se rozvijejicim obortim.

Na zaklad¢ spole¢nych principti jsou metody sekvenovani nové generace (z anglického
New Generation Sequencing - NGS) fazeny do nékolika generaci. Sangerova metoda
ptredstavuje takzvanou prvni generaci sekvenovani. Dnes jsou jiz testovany metody &tvrté
generace (Feng et al. 2015). Kviili vysoké finan¢ni naro¢nosti a pomérné vysoké chybovosti
nejnoveéjSich metod vsSak vétSina laboratofi vyuziva pfistroje, které zakoupila jiz diive.
V praxi se tedy stale miizeme setkat s vyuzitim vétSiny metod, které jsou predmétem této
bakalarské prace.

Vyuziti mapovani genomu pomoci NGS pomohlo k rozvoji fady biologickych védnich
oborti. Nejvice vyzkumi je samoziejmé vedeno ve zdravotnictvi. V zoologii se vyuziva

naptiklad v oblastech Slechténi, veterinarni mediciny nebo evolu¢ni biologie.



2 Cil prace

Cilem této bakalatské prace zpracovani prehledu novych technologii sekvenovani a také
metod, které dnes jiz nemaji praktické vyuziti, nicméné byly z historického hlediska velmi
dilezité pro rozvoj v oblasti genomového sekvenovani. V bakalaiské praci se autor zabyva
predstavenim jednotlivych metod a nasledné popsanim principu jejich fungovani. Cést prace
je vénovéana praktickému vyuziti téchto metod ve védnich oborech. Na popisovanych
vyzkumech v oblasti zoologie jsou zminény moznosti vyuziti sekvena¢nich metod v oblasti

genetiky, evolucni biologie ¢i mediciny.



3 Literarni reSerse

3.1 Sekvenovani prvni generace

V 70. letech minulého stoleti doslo k revoluci na poli molekularni biologie objevem
metod sekvenovani DNA. Dva tymy védci v tu dobu zvefejnily své objevy, a predstavily
odli$né postupy pro sekvenaci genomu. Dle pfijmeni jejich vynalezci dnes jednu z metod
nazyvame Maxam-Gilbertova a druhou metodu Sangerova. (Ahmadian et al. 2006).
Sangerova metoda ziistala po dalSich 30 let jedinou moznosti pro sekvenovani

(McGinn & Gut 2012).
3.1.1 Sangerova metoda sekvenovani

Sangerova metoda byla popsana roku 1977. Pievladla oproti Maxam-Gilbertové metod¢,
a to diky mensi technologické narocnosti a potencidlu pro zvétSovani celkové délky
sekvenovanych usekid a objemu sekvencnich dat (Ahmadian et al. 2006). Diky témto
vlastnostem se pocitalo stim, ze bude do budoucna mozné pln¢ automatizovat proces
sekvenovani.

Touto technikou Ize osekvenovat vlakno DNA dlouhé 800 bp az 1000 bp (part bazi)
(Schadt et al. 2010). Po tficeti letech zdokonalovani této techniky je piesnost této metody
az 99,99 % (Shendure & Ji 2008).

V pozdéjsich letech byla Sangerova metoda vyuzita k sekvenaci celého lidského genomu.
Kvili moznosti zpracovani relativné malého mnozstvi sekven¢nich dat za jednotku ¢asu, stal
tento projekt tfi miliardy dolart a trval deset let (Schadt et al. 2010).

Dnes je Sangerova metoda vyuZzivana hlavné pii projektech, které nevyzaduji
osekvenovani velkého mnozZstvi genetické informace. Konkrétné se aplikuje pfi kontrolnim
Cteni, aby se ovéfily vysledky dosazené jinymi sekvena¢nimi technikami, nebo napiiklad
na Skolach, jako praktickd ukdzka ztohoto oboru, kterou je mozZné si finan¢né dovolit

(Ahmadian et al. 2006).



3.1.2 Postup sekvenovani

3.1.2.1 Ptiprava knihovny

Ptfed samotnym sekvenovanim bylo nutné namnozit studovanou DNA. O tomto procesu
mluvime jako o pfipravé knihovny. Dostate¢ny pocet kopii je dilezity pro zesileni signalu
a schopnost jeho detekce v pribéhu sekvenace (Sanger et al. 1977).

K namnozeni fragmenti molekuly DNA se vyuzivaly napiiklad plazmidy bakterii,
bakterialni chromozomy nebo kvasinkové chromozomy, do kterych byla pomoci enzymu
DNA ligazy zanesena DNA zkoumaného organismu (Shendure & Ji 2008). Vlozenim useku
DNA do bakterie, ktera se piirozené replikuje, se dosahlo vysledného namnoZeni
pozadovanych usekii DNA. Jedna se o takzvané molekularni klonovani. Pozadovana DNA
byla nasledné z bakterie ¢i kvasinky izolovana a sekvenovana. Tento zplsob namnoZeni
genetické informace byl diive jedinou moznosti pro vytvoieni genetick¢é knihovny
(Lodish et al. 2000). V pozdg¢jsich letech se takto postupovalo pii sekvenovani de novo, tedy
pti sekvenovani, kde dosud nebyl k dispozici referen¢ni genom.

Diky technologickému vyvoji se vroce 1983 zacalo vyuzivat k namnozeni fragmentt
genetické  informace  metody polymerazové fetézové reakce (z  anglického
Polymerase Chain Reaction - PCR). Princip této reakce je zaloZen na tepelné denaturaci
dvouretézové DNA a opétovné syntéze druhého fetézce diky enzymu polymerdze
(Garibyan & Avashia 2013). Timto zpusobem je, V opakujicich se cyklech, dosazeno

exponencialniho zmnoZzeni vzorku, jak miiZzeme vidét na Obrazku 1.

Obrazek 1: Princip PCR
Zdroj: Brown & Brown 2011

Cela reakce probihd v termocykleru. Cyklické zmény teploty v pfistroji zajistuji stiidani

tii fazi. Prvni fazi je denaturace dvoutetézové DNA za teploty 95 °C, pti které se rozrusuji



vodikové mustky. Nasledné je teplota snizena na 50-60 °C, kdy k jednofetézové molekule
dosedaji primery. Opétovné zvyseni teploty na 65-75°C je potieba pro praci DNA
polymerazy,  ktera  pfi  této  teplot¢  zahajuje  syntézu  nového  fetézce
(Garibyan & Avashia 2013). Diky PCR bylo napiiklad mozné odhalit odchylky v genetické

informaci studovaného jedince oproti modelovému organismu (Shendure & Ji 2008).

3.1.2.2 Sekvenovani

Sangerova metoda sekvenovani je pivodné zalozena na odecitani genetické sekvence
z polyakrylamidového gelu (Karger & Guttman 2009).

Namnozené kopie puvodniho fetézce DNA jsou pipetovany do jedné ze Ctyf zkumavek.
V nich je pfitomna reakéni smes s DNA polymerazou, nukleotidy, a také ¢tyimi termina¢nimi
dideoxynukleotidy. Do kazdé zkumavky je ptidan jiny dideoxynukleotid. Tedy ddATP,
ddTTP, ddGTP a ddCTP. Dideoxynukleotidy jsou analogy klasickych
deoxynukleotidtrifosfati zabudovavanych do fetézce pii jeho polymeraci s tim rozdilem, ze
na 3’ konci fetézce je misto hydroxylové skupiny pouze vodik, a tim padem v tomto misté
dochazi k terminaci polymerdzové reakce, jelikoz se nemtize piipojit dals§i nukleotid
(Sanger et al. 1977).

Pii vzniku komplementarnich fetézci se do nové vznikajiciho vlakna mohl zabudovat
dNTP, tedy né&ktery =z deoxynukleotidtrifosfatu nebo ddNTP, tedy terminacni
dideoxynukleotidtrifosfat, ukoncujici syntézu vlakna (Ahmadian et al. 2006). Syntéza DNA
zacinala vzdy od jednoho mista v fetézci, ovSem terminace syntézy byla zavisla na navazani
kone¢ného ddNTP, ktery byl ve zkumavce pfitomen. Proto se jednotlivé fragmenty DNA
ziskané z jedné zkumavky lisily svoji délkou (Schadt et al. 2010).

Kdybychom naptiklad méli zkumavku, kde bude ptidana molekula ddATP, tedy
dideoxyadenosintrifosfatu, mohla by se tato ¢astice navazat v fetézci nukleotidii na jakékoliv
misto, kde by na komplementarnim vlakné byla pfitomna béaze thyminu. Na prvnim
syntetizovaném vlakné se ddATP mohla navazat hned na prvni takovou pozici. Na dal$im
vlakn¢ se vSak na dané misto navaze dATP a syntéza fetézce tedy pokracuje dal do doby, kdy
nebude navazan vyse zminény ddATP.

Produkty reakci ze Ctyf zkumavek, obsahujici riizné dlouhé fragmenty DNA, jsou
nasledné¢ naneseny na denaturacni polyakrylamidovy gel a elektroforeticky separovany.

vrwe

smérem od katody k anodé (Ahmadian et al. 2006).



Na Obrazku 2 je vidét vysledek Sangerovy metody sekvenovani a zpisob ¢teni sekvence
DNA. Diky odlisné mobilité, ktera je ovlivnéna velikosti fragmentti, doputuje kazdy fragment
do jiné vzdalenosti (Schadt et al. 2010). Kratsi fragmenty se pohybuji gelem rychleji
a doputuji do delsi vzdalenosti. Vidime, ze do nejvétsi vzdalenosti doputoval nejkratsi
fragment, ktery je zafazen ve sloupci, kam byl na gel nanesen vzorek ze zkumavky s ddTTP.

Poslednim krokem je pfecteni nukleotidové sekvence z gelu (Brautigam & Gowik 2010).
Po odecteni tedy vime, ze V piipadé zobrazeném na Obrazku 2 bude prvni nukleotid sekvence
thymin. Dal$im nukleotidem v fetézci bude vzorek, ktery doputoval do druhé nejvétsi
vzdalenosti. V tomto piipadé tedy cytosin. Timto zplGsobem se postupuje pii ¢teni celého

vzorku.

*TCAGTAATGCCA —

*TCAGTAATGCC
*TCAGTAATGC
*TCAGTAATG —

*TCAGTAAT —
*TCAGTAA
*TCAGTA
*TcAGT —
*rcaG —

*TcA —

*1c —

* —
Y

- o0ore0-4d>rr 40 002P

Obrazek 2: Cteni sekvence DNA z polyakrylamidového gelu
Zdroj: Brown & Brown 2011

Dnes se jiz pro detekci vysledkit Sangerovy metody vyuziva kapilarni elektroforéza. Tato
technika vede hlavné diky mensim naroklim na praci laboranta pfi pfipravé a vyhodnocovani
vzorkd. VSechny typy ddNTP jsou vlozeny do jedné zkumavky a fluorescenéné oznaceny,
kazdy dideoxynukleotid jinou barvou (McGinn & Gut 2012). Podle své velikosti jsou poté
fragmenty DNA pfes kapilaru dopraveny k detektoru zatfizeni, ktery je vyhodnoti jako
barevné signaly. Diky technickému vylepSeni je dnes CCD kamera schopna snimat signal
I Z vétSiho poctu kapilar najednou. Timto zptisobem lze osekvenovat vzorky o délce 1000 bp
(Karger & Guttman 2009).

Principialné se od sebe oba zpusoby sekvenace prilis nelisi. Diive byly produkty
detekovany diky radioaktivnimu znaceni. Dnes je vSak Sangerova metoda provadéna hlavné
pomoci kapilarni elektroforézy, kdy jsou vzorky znafeny fluorescencné a jejich detekce

a nasledna sumarizace dat probiha diky po¢itacovym technologiim (McGinn & Gut 2012).



3.2 Sekvenovani druhé generace

S vyraznym rozvojem v oblastech robotiky, informatiky, chemie, biotechnologii, optiky
a také pocitatovych databazi, postupné klesala cena za jednu sekvenacni reakci
(Mardis 2008 b). Nové poznatky umoznily rozvoj dalSich technik, které jsou schopné
Vv porovnani s dideoxyterminaéni metodou vytvofit velké mnozZstvi sekvena¢nich dat
za jednotku Casu. Sangerova metoda tedy pomalu ustupovala do pozadi (Schadt et al. 2010).

Ke snizeni ceny sekvenace pftispél v roce 2004 americky Narodni institut zdravi
(National Institut of Health). Vypsal soutéz s vysokou penézni odménou o to, kdo jako prvni
osekvenuje haploidni genom clovéka za 1000 USD. V tu dobu by osekvenovani takového
mnozstvi dat stalo 100 000 USD (Spencer 2004). Tato soutéz rapidné ptispéla k vylepSovani
technologii sekvenace. Cena za reakci vSak stale zustala priliS vysoka na to, aby se tyto
technologie druhé generace mohly pouzivat rutinné (Clarke et al. 2009).

Techniky druhé generace sekvenovani maji spoleény zakladni princip postupu piipravy
vzorku a jejich nasledného sekvenovani. V prvni fadé je nutné fragmentovat templatovou
DNA na tuseky, které je dand metoda schopna osekvenovat. Dalsim krokem je ptfiprava
knihovny ze ziskané DNA (Shendure & Ji 2008).

Technologie vyuzivané pti detekci potiebuji vétsi intenzitu svételnych signali pro jejich
uspésné zachyceni detektorem. Proto musi dojit k amplifikaci templatovych vzorkl, podobné
jako v ptipadé prvni generace sekvenovani. Po dokonceni pfipravy knihovny jsou vSechna
ziskand vlakna paralelné¢ osekvenovana. Diky kapacitam pfistroji tak mohou byt
osekvenovany i miliony sekvenci najednou (Shendure & Ji 2008).

Se zlepSovanim rychlosti a vykonnosti celogenomickych sekvenacnich technologii se také
rychle posouva vyzkum v oblasti genetické diagnostiky nebo evolu¢ni biologie. Z oblasti
zemédelstvi mizeme zminit napiiklad vyuziti sekvenace pii mapovani genomu plodin
a nasledném vytvareni genetickych modifikaci, které kuptikladu zajist'uji vyssi rezistenci viuci
Skiidetim (Esposito et al. 2016).

Druhé generace oteviela také moznost pro rozvoj komparativni analyzy. Ta se vyuziva
naptiklad pfi porovnani genové exprese U rostlin stejného druhu v riznych podminkach. Pti
klinickych studiich diky ni mizeme porovnavat genovou expresi nemocnych jedinct
V porovnani s jedinci zdravymi. Porovndnim exontli zdravych a nemocnych zjistujeme, jaké
mutace mohly podminit vznik nemoci (Pop & Salzberg 2008). Diky moznosti sekvenace

transkriptomti, na zakladé¢ ptepisu RNA do copy DNA (cDNA), je mozné sledovat, jaké



bilkoviny buiika vyrabi ve chvili odbéru vzorku (Brautigam & Gowik 2010). Tim odpada

nutnost sekvenovani celého genomu pro klinickou diagnostiku.
3.2.1 Pyrosekvenace

Ackoliv byla tato metoda zvefejnéna v devadesatych letech minulého stoleti, nebyla
¢asto vyuzivana kvuli své malé vykonnosti z hlediska sekvenovaného poctu bazi. V ramci
technologického zdokonalovani této metody zacala byt pyrosekvenace uzivana v roce 2004,
jako prvni metoda nové generace (Ahmadian et al. 2006). Dnes se jiz tyto sekvenatory
od firmy Roche neprodavaji. Pfi¢inami jsou technologickd naro¢nost procesu, vysoka cena
enzymu potiebnych k reakci i moznost zakoupeni technologicky vyspélejsich ptistrojii.

Touto technikou lze osekvenovat vlakno DNA dlouhé 300 bp az 800 bp. Diky moznosti
osekvenovat najednou az 100000 molekul DNA dosahuje objem dat za cteni
400-600 Megabazi (Mb) (Liu et al. 2012). Za jeden den tedy muze byt pieftena az
1/8-1/5 lidského genomu.

Pyrosekvenace byla vyuzivana pii muta¢ni analyze k detekci polymorfismi jediného
nukleotidu (z anglického Single Nucleotide Polymorphisms - SNPS), nebo naptiklad
k diagnostice chorob a stanoveni klinickych progndz pacienta pomoci genotypizace bakterii
(Rothberg & Leamon 2008). Také byla prvni metodou, mimo Sangerovy, ktera byla vyuzita
pfti sekvenaci lidského genomu (Metzker 2010).

Zasadnim nedostatkem této metody byla zvySujici se chybovost detekce pii cteni

homopolymernich sekvenci (Margulies et al. 2005).

3.2.1.1 Postup sekvenovani

Prvnim krokem je fragmentace templatové DNA nebulizaci na délku 300-800 bp
(Liu et al. 2012). Nasledna ptiprava knihovny probiha Vv laboratornich zkumavkach
za pritomnosti potfebnych reaktantli. Jednotliva vldkna s tupymi konci jsou z kazdé strany
napojena na adaptéry, u nichZ zndme jejich sekvenci. Takto upravené fragmenty jsou
imobilizovany na kulicky se zabudovanymi znamymi sekvencemi oligonukleotidi, které jsou
komplementarni k sekvencim adaptérti. Kuli¢ky jsou enkapsulovany do emulze vody a oleje.
V této chvili probiha emulzni amplifikace fragmenti, pfichycenych na povrch kulicky

(Margulies et al. 2005).
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Obrazek 3: Emulzni PCR
Zdroj: Metzker 2010

Na Obrazku 3 je zobrazena zkumavka s reagenciemi pottebnymi k polymerazové fetézové

reakci. Fragment s adaptérem se navaze k sekvenci oligonukleotidu pevné ptichyceného
na kuli¢ce. Dochazi k syntéze paralelniho fetézce DNA za pomoci sekvence primeru a
enzymu DNA polymerazy. Pivodni fetézec je poté odmyt a na kuli¢ce zlstavaji kovalentné
navazané komplementarni fetézce DNA.
Po ukonc¢eni emulzni PCR jsou kuli¢ky naneseny na pikotitra¢ni desti¢ku, na které probiha
pyrosekvenace. Desti¢ka je vybavena jamkami. Do kazdé z téchto jamek je umisténa jedna
kulicka a nasledné i enzymy, které se vyuzivaji pro pfipravu sekvenace. Konkrétné se jedna
0 tekutinu sobsahem enzymi potiebnych k sekvenaci, tedy o DNA polymerazu
a deoxyribonukleotidtrifosaty (Shendure & Ji 2008).

Prvnim krokem sekvenace je nasednuti primeru na 3° konec puvodniho vlakna. Na
sekvenci primeru nasledné¢ dosedd DNA polymeraza, ktera ptipoji dal$i nukleotid k fetézci
Vv piipadé€, Ze na dané misto patii (Metzker 2010).

Postupnou aplikaci jednotlivych roztokd, které vzdy obsahuji pravé jeden typ nukleotidu,
je dosazZeno syntézy nového fetézce. Z Obrazku 4 je patrné, Ze k detekcei signélu je vyuZivano
bioluminiscence, kterd vznikne diky inkorporaci jednoho ze ctyf nukleotidl do fetézce
(Ahmadian et al. 2006).

Vyzateni svétla pfedchazi kaskada chemickych reakci enzymi. Ve chvili, kdy je jeden
z nukleotidi pomoci DNA polymerazy zatfazen do nové vznikajiciho vldkna, dojde k uvolnéni
pyrofosfatu. Ten reaguje s adenosinfosfosulfatem, ktery je pfitomen v roztoku a za pomoci
enzymu sulfurilazy vytvaii ATP. Vzniklé ATP nasledn€ vyuzije enzym luciferaza, ktery méni
luciferin na oxyluciferin (Metzker 2010). Oxyluciferin poté vysila svételné zateni, které je
zachyceno CCD kamerou (Shendure & Ji 2008). Jedna kamera detekuje v realném case

zablesky emitované ve vSech mistech pikotitracni desticky.
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Obrazek 4: Princip detekce zakomponovaného nukleotidu

Zdroj: Rothberg & Leamon 2008

Nukleotidy jsou na desticku aplikovany ve formé¢ nukleotidtrifosfati. JelikoZ jsou ATP,
GTP, CTP a TTP na desticku rozlévany postupné a po detekci jednoho cyklu jsou opét
odmyty, vime, ktery z nukleotidi zptisobil svételné zateni pti zabudovani do fetézce v daném

cyklu (Margulies et al. 2005).
3.2.1.2 Chybovost ¢teni

Problémem tohoto zpiisobu detekce je zpracovani homopolymernich sekvenci. Ve chvili,
kdy se urcitd sekvence vicekrat opakuje, méla by se umérné poctu stejnych opakujicich
se bazi zvedat i svételna intenzita signalu. Tento princip vSak funguje pouze pii opakovani
omezeného poctu nukleotidi. Obecné plati, ze je-li vfetézci vice nez osm stejnych
opakujicich se nukleotidt, je chybovost ¢teni velka a vysledky nemohou byt davéryhodné
(Margulies et al. 2005).

Casto se opakujici sekvence nalezneme napiiklad v chloroplastech nebo v telomerach
chromozomt (Esposito et al. 2016). V pfipadé sekvenovani téchto struktur je tedy
doporu¢eno vyuzit jinych technik nebo kontrolniho d&teni, které nam odhali chyby

v sekvencich.
3.2.2 lllumina Solexa

V roce 2007 byla vynalezena metoda, ktera jako prvni vyuziva reverzibiln¢ vazanych
terminacnich znacek na fluorescencné znacenych nukleotidech. Vyndlezce této metody, firma
Solexa, byla pozdé&ji koupena firmou Illumina (Mardis 2013).

Tato technologie umi precist pouze kratké sekvence. V zacatcich se jednalo pouze

o vzorky délky 35 bazi. Dnes se v nékterych sekvenacnich pfistrojich jiz mohou vyuzivat
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1 vzorky o délce 200-300 bazi. Pfi parovém cCteni, které je také jednou z novinek nékterych
sekvenacnich metod druhé generace, muize byt finadlni objem dat z jednoho vzorku
az dvojnasobny.

Diky masovému sekvenovani velkého poctu fragmentl najednou vSak ziskavame
mnohonasobn¢ vétsi objem dat za jeden sekvenacni béh. Metzker (2010) tvrdi, ze pravé tento
fakt déla z [lluminy soucasné nejpouzivanéjsi sekvenacni metodu.

Ackoliv se chybovost vyrazné zveda s poétem pridanych bazi, je tato metoda statisticky

pfesna na 98 % (Liu et al. 2012) .

3.2.2.1 Postup sekvenovani

Prvnim krokem je tUprava DNA do podoby, kterou pfistroj dokaze osekvenovat.
Az 10 kilobazi dlouhé dvouvlaknové fragmenty DNA jsou nejprve fragmentovany na
segmenty o délce 200 bp. Tak se dé&je diky oznaceni (tagmentovani) pomoci transpozonu
a naslednému nastiihani vlakna DNA enzymem transponazou (Brautigam & Gowik 2010).

K takto upravenym segmentiim jsou nasledné piipojeny adaptéry, tedy uméle pfipravené
oligonukleotidy se znamou genetickou sekvenci. Tato sekvence je komplementarni vuéi
sekvenci oligonukleotidu, ktery je pfichycen na pevném povrchu takzvanych reakénich
komurek (,,flow cells®). Tyto komirky jsou umistény v osmi mikrofluidnich kanalcich
sklenéné desticky, kterou vkladame k vyhodnoceni do sekvenacniho pfistroje. Po navazéani
segmentl DNA k danym oligonukleotidim dochéazi ke klondlni amplifikaci vldken, tedy
sestavovani nového fetézce DNA na zakladé komplementarity s templatovym fetézcem
(Metzker 2010).

Amplifikace segmentil je poté dosaZeno diky takzvané mustkové polymerazové fetézové

reakci (Bridge PCR), jejiz princip je vysvétlen na Obrazku 5 (McGinn & Gut 2012).
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Obrazek 5: Piiprava knihovny Illumina (Bridge PCR)
Zdroj: Shendure & Ji 2008

Obrazek 5 jiz zobrazuje nové nasyntetizované vlakno DNA po odmyti vldkna ptvodniho.
Nové vzniklé vldkno je pevné uchyceno kpovrchu reakéni komirky diky
oligonukleotidovému nosici. Ten v pavodnim kroku slouzil jako primer pro syntézu tohoto
vldkna.

V dal$im kroku se volny konec vlakna navaze ke komplemetarnimu oligonukleotidu, opét
pevné prichycenému k desticce. Z néj je poté opét vytvareno komplementarni vldkno k vlaknu
puvodnimu.

Po vytvotfeni komplenetarniho vldkna, které je stejn¢ jako vldkno piivodni jednim koncem
pevné pripojeno k desticee, je ptivodni vlakno odmyto. Tento dé€j se cyklicky opakuje, dokud
neni dosazeno dostate¢ného poctu kopii vzorku. Na konci jsou odmyta vSechna vlakna, ktera
jsou navazana na jeden ze dvou typa adaptéri. V oblasti na desti¢ce tedy zustavaji pouze
vlakna stejného typu.

Timto zptsobem se diky DNA polymeraze tvoii na urcitych mistech desticky
az 1000 amplikontt jediného vldkna DNA. Tato mista nazyvame Kklastry
(Shendure & Ji, 2008). Jednotlivé amplikony pfi sekvenaci emituji stejny signal. To slouzi
k efektivnéj§imu zachyceni signall z jednotlivych klastrti pfi prodluzovani nové vznikajiciho
vlakna DNA (Kchouk et al. 2017).

Po vytvoreni jednotlivych klastrii ndsleduje samotné sekvenovani. Do vzorku jsou pridany
primery pro umoznéni zaCatku polymerace a specialné¢ upravené nukleotidy. Vldkna, ktera
byla vytvofena v prubéhu pfipravy knihovny, slouzi jako ptfedloha pro vytvotreni vldkna
komplementarniho (Shendure & Ji 2008).

Princip syntézy vldkna a detekce nukleotidl je zobrazen na Obrazku 6. V kazdém cyklu
polymerace je dosazeno ptidani pouze 1 nukleotidu. Tento krok je umoznén diky modifikaci

jednotlivych nukleotidi, kdy na 3” hydroxylovy konec je navazan reverzibilné¢ vazany
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terminator, oznaceny jednou ze Ctyf barev (Kchouk et al. 2017). V piipadé ptikladu
na Obrazku 6 se jedna o guanin. Po jeho pfipojeni do fetézce je CCD kamerou detekovan
fluorescen¢ni signdl oranzové barvy. Poté je terminacni i1 fluorescencni Castice odmyta

spole¢né se zbyvajicimi nukleotidy a cely cyklus se mize opakovat (Mardis 2008 a).

computer readout
> —> AGT

primer optical

Cleave
fluorescence,
wash away

5 3
attach to

Obrazek 6: Princip syntézy vldkna a detekce nukleotidl

3

Zdroj: binf.snipcademy.com

Po nasyntetizovani komplementarniho vlakna je pivodni vlakno odmyto. Nasledné se cely
proces opakuje. Jako templat pro syntézu nového fetézce slouzi vldkno, které bylo prave
nasyntetizovano. Opétovna syntéza obou komplementarnich vldken nam muze odhalit chyby
vznikajici zafazenim jiného nukleotidu do fetézce (Zhou et al. 2010).

CCD kamera na zavér detekuje zablesky pfislusné barvy u jednotlivych klastrti. Laborant
je diky ziskanym datim schopen urcit, jaky nukleotid byl do fetézce vlozen. Kvuli schopnosti
precist pouze kratké sekvence, je potieba vyuzit zptisobu, ktery nam dovoli z téchto kratkych
useku sestavit sekvenci piivodniho templatového DNA. Pii Sestavovani vysledného genomu
se vyuziva takzvanych kontigl, coz jsou série bazi, které jsou totozné na konci jednoho

vzorku a na zacatku druhého (Zhou et al. 2010). Ve chvili, kdy je takto nalezena shoda,
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je velice pravdépodobné, ze se jedna o pokracovani dané¢ho vldkna. Dle tohoto klice

je v pocitaci mozné poskladat celé vlakno, které je komplementarni k pivodnimu.
3.23 SOLiD

Tato metoda druhé generace byla vynalezena firmou Applied Biosystems (dnes jiz
ThermoFisher) v roce 2008. Dnes se jiz prakticky nevyuziva. Pfi¢inou je pomérné naro¢na
technologie sekvenace a nizs$i objemy dat za sekvenacni béh. Vzorky musi byt pied samotnym
sekvenovanim upraveny na délku 50-75 bp (Mardis 2008 a). JelikoZ je v prub&hu sekvenovani
fetézec Cten nékolikrat, pocet sekvenovanych bazi za béh je 320 000 000. Objem vychozich
dat je téméf tiikrat niz8i, nez pii sekvenaci Illuminou (Goodwin et al. 2016).

Vyhodou této metody je, diky opakovanému Cteni fetézce, vysoka presnost. Ta dosahuje
az 99,9 %. SOLiID systém je rovnéz schopen detekovat homopolymerni sekvence s mensi
chybovosti, nez ostatni metody (Goodwin et al. 2016). Ma naopak problém detekovat
palindromické sekvence, tedy takové, které se na pfimém i zpétném vladknu Ctou stejné.
Nukleotidy vzorku DNA si v tomto pfipadé vytvori vodikové mustky mezi sebou a vytvoii
tak klicku, jak je zobrazeno na Obrazku 7. Sondy, které jsou na obrazku ptedstaveny zlutymi
¢arami, se tedy nemaji moznost napojit a v misté palindromu nemuze probihat sekvenace

(Huang et al. 2012).

Obrazek 7: Schéma palindromu na vlakn€ DNA
Zdroj: Huang et al. 2012

Nézev této metody je pfimo odvozen od techniky, kterou sekvenovéani funguje. SOLiD
(Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection) nevyuziva ke zjisténi DNA sekvence

enzymu DNA polymerazy, jako pfedchozi metody, ale DNA ligazy (Goodwin et al. 2016).

ey e
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Hlavné kvuli potizim pfi Cteni palindromatickych sekvenci neni tato metoda vhodna
k sekvenaci dosud neznamych genomu. Pouziva se hlavné k sekvenovani transkriptomi

a malych molekul DNA (Huang et al. 2012).

3.2.3.1 Postup sekvenovani

Prvnim krokem je tprava fetézce DNA na useky o délce 50-75 bp. K nasttihani vzorka je
mozné vyuzit restrikénich enzymi, jiz zminované nebulizace, nebo ultrazvukovych vin, které
vytvareji ve vzorku bubliny a nasledn¢ DNA rozstiihaji diky zvukovym vibracim. V ramci
ptipravy vzorku se na vldkno DNA opét ptipoji z kazdé strany adaptéry o znamych
sekvencich (Mardis 2008 a).

Dal8im krokem je PCR. SOLiD vyuziva metody emulzni PCR, kterd je blize popsana
u technologie pyrosekvenace (Shendure & Ji 2008). Po namnoZzeni ziskanych vzorkt vznika
700-1400 miliont sekvenci (Goodwin et al. 2016). Tyto DNA fragmenty jsou naneseny
na skli¢ko, na kterém nasledné probiha ¢teni sekvence pomoci nukleotidovych sond.

K samotnému procesu sekvenace potiebujeme primery, enzym ligazu, namnozené vzorky
a osminukleotidové sondy, oznacené jednou ze cCtyi fluorescencnich barev. Pocatecnim
krokem je navazani primeru k templatovému vlaknu (Zhou et al. 2010). Sekvence primeru je
komplementarni k sekvenci adaptéru, ktery byl pfipojen k5 konci puvodniho vlakna.
Na primer se pomoci DNA ligdzy na zdkladé komplementarity vlaken pfipoji prvni sonda

(Mardis 2008 b).

Obrazek 8: Nukleotidova sonda
Zdroj: Thermo Fisher 2006

Sonda, zobrazena na Obrazku 8, je navrzena tak, Ze zjiStujeme kombinaci dvou
nukleotidii na ¢tvrté a paté pozici vlakna (Mardis 2008 a). SloZzeni nukleotidti na prvnich
a poslednich tfech mistech nezname. Obrazek 8 dale naznacuje, ze posledni tfi nukleotidy
sondy jsou nositeli barevného oznaceni. Pro oznaceni sond se vyuzivaji Ctyfi barvy, a to

zelend, oranzova, modra a Cervend. Vzorek je zespodu osvétlen laserem. Ve chvili zaligovani
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sondy do fetézce je diky vyzaieni fotonu fluorescencni barvy CCD kamerou detekovan signal.
Poté jsou posledni tii nukleotidy odmyty a nasleduje ptipojeni dalsi sondy (Glenn 2011).

Jak jiz bylo zminéno, vyuzivaji se vzorky o délce 35 bazi. Po odmyti poslednich tii bazi
urCujicich barvu sondy, =zlstdva 5 bazi napojenych k plvodnimu vlaknu DNA.
Sedminasobnym opakovanim procesu navazani sondy tedy zjistime postupné celou sekvenci
vzorku.

Obrazek 9 demonstruje zptisob, kterym je dosaZzeno kompletniho piecteni sekvence
vzorku. Zkazdé sondy jsme pii prvnim c¢teni identifikovali pouze 2 nukleotidy
(Mardis 2008 a).

Nové vzniklé vlakno, zn€hoz bylo uréeno pouze 14 nukleotidi, se tedy odmyje
a k templatovému vlaknu se piipoji novy primer, ktery je nasyntetizovany tak, aby se ptipojil
do pozice (n-1). Skladani nového vlakna tedy zafalo o jeden nukleotid diive nez
v predchozim sekvenaénim béhu. Opakovanym posunutim primeru po odmyti dalSiho
vzniklého vlakna se dostaneme do pozice, kdy se prvni sonda navazuje na misto (n-4). Tento
posun pocatku syntézy nového fetézce nam umozni pfipojovat stale stejny typ sond, ovSem
na rizna mista fetézce (Kchouk et al 2017). Postupné jsou tedy nasekvenovany vSechny
nukleotidy.

Na Obazku 9 jsou kvuli vyssi prehlednosti jednotlivé cykly ligace sond zobrazeny

riiznymi barvami. Cerné te¢ky oznacuji nukleotidy, které byly identifikovany v daném cyklu

Cteni.
Read position |0 1|2|3]|4|5|6|7|8]|9]|10[11[12[13]14|15|16{17|18|19|20|21|22|23| 24| 25| 26| 27| 28| 29
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Obrazek 9: Princip sekvenace fetézce DNA pii napojeni prvni sondy v pozici n az v
pozici (n-4)
Zdroj: Mardis 2008 a
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Barva sondy zavisi na slozeni dvou nukleotidii, mame tedy Sestndct moznych variaci,
které jsou zastoupeny ¢tyfmi barvami (Mardis 2008 a). Kli¢ pro barevné rozliSeni sond je

zobrazen na Obrazku 10.

2nd Base
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00 @
C
- _O®
@00

Obrazek 10: Koédovani dvounukleotidovych sond pomoci ¢ty barev
Zdroj: Thermo Fisher 2006

1st Base

Z Obrazku 10 je ztejmé, ze jedna barva mize piedstavovat jednu ze ¢ty dinukleotidovych
kombinaci. Proto vZdy musime znat aspon jeden nukleotid, abychom mohli s jistotou urcit ten
druhy. Prvni nukleotid zname. Je totiz soucasti napojeného primeru (Mardis 2008 a). Vime-li,
Ze na prvni pozici je naptiklad nukleotid A a detekujeme oranzovou barvu, na druhé pozici
bude nukleotid G. Ve chvili, kdy zname tento kli¢ pro znaceni sond a zaroven jsme pii

sekvenaci postupovali tak, jak bylo popsano, jsme schopni ur€it velmi piesné sekvenci DNA.
3.2.4 lon torrent

Tato technologie sekvenovani byla firmou Life Technologies pfedstavena v roce 2010
(Nayarisseri et al. 2013). Zptsob piipravy knihovny, stejn¢ jako postup pii sekvenovani, je
podobny pyrosekvenaci. Ob& metody se ovSem lisi principem, na némz je zaloZena detekce
signalu. Ion torrent vyuzivd detekce vodikového iontu, ktery je uvolnovan pii zafazeni
komplementarniho nukleotidu do nové vznikajiciho vlakna (Nayarisseri et al. 2013).
Chemicky signdl je tedy ptimo elektronicky detekovan a odpada potieba vyuZiti optického
detektoru. Tento zpisob detekce snizuje cenu sekvenace a ¢as sekvenaéniho sekvena¢niho
behu (Shendure & Ji 2008).

Retézce DNA je pied sekvenovanim nutné fragmentovat na vzorky o délce 200-400 bp.

Za jednu sekvenaci lze piecist az 10 Gigabazi (Gb) (Kchouk et al. 2017).
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Pfi vyuziti této metody k celogenomovému sekvenovani miize pusobit potiZze, podobné
jako u llluminy, skladani jednotlivych kontigii. Obzvlast’ u ¢asti genomu kde se nachazi veétsi
mnozstvi homopolymernich sekvenci, je idealni mit pro porovnani vysledkt jiz diive ziskany
referen¢ni genom (Nayarisseri et al. 2013). Chyby zptisobené hlavné inzercemi nebo delecemi
V ramci ¢teni homopolymert tvoii z celkového ¢teni az 1 % dat (Kchouk et al. 2017).

Tato metoda je také vyuzivana pii metagenomickych studiich, kdy jsou na zakladé
identifikace nukleovych kyselin (NK) uréeny organismy pfitomné ve zkoumaném
biologickém vzorku. V ramci metagenomiky jsou studovany napiiklad ptudy, ovzdusi nebo

gastrointestinalni soustavy zivoc¢ichid (Zhou et al. 2010).

3.2.4.1 Postup sekvenovani

Podobné jako u ostatnich metod druhé generace je jesté pred sekvenaci potfeba vytvofit
genetickou knihovnu. Namnozeni vzorkt se provadi emulzni PCR. Na fragmenty o délce
200-400 bp jsou z obou stran ligovany adaptéry o znamé genetické sekvenci. Samotna PCR
probiha na kuli¢kach plovoucich v emulzi s volnymi nukleotidy (Nayarisseri et al. 2013).
Detailné je princip emulzni PCR vysvétlen u metody pyrosekvenace. Po dokonceni PCR ma
kuli¢ka na svém povrchu na zakladé komplementarity namnozené fragmenty jediného vzorku
DNA (Margulies et al. 2005).

Kulicky jsou nésledné pipetovany na polovodiCovy c¢ip, ktery je opatien jamkami.
Do kazdé z jamek zapada jedina kulicka.

Na ¢ip jsou pii nasledné sekvenaci postupné aplikovany roztoky, vzdy obsahujici pouze
jeden ze ¢ty nukleotidi. Obrazek 11 zobrazuje piipad, kdy jsou v roztoku obsazeny nukletidy
adeninu, coz vede k elongaci vznikajiciho fetézce. Z dinukleotidtrifosatu je pii tomto dé&ji
uvolnén vodikovy proton. Ten zpisobi zménu pH v roztoku o 0,02, ktera vychyli ukazatel na
voltmetru z klidové polohy. Zména je patrna po dobu 4 sekund. Nasledné se rucicka
voltmetru vrati do klidové polohy a muze dojit k navazani dalSiho nukleotidu. V pfipadé
homopolymernich sekvenci je zména pH vyssi kvili vétsimu mnozstvi volnych vodikovych

protont, jak je nize demonstrovano zatazenim dvou thymint do fetézce (Kchouk et al. 2017).
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Obrazek 11: Princip detekce chemického signalu na voltmetru

Zdroj: Kchouk et al. 2017

Na dné kazdé jamky je tento chemicky signal detekovan senzory a nasledné preveden
do digitalni podoby (Rothberg et al. 2011). Nésledné je zbyly obsah jamky odmyt a cely

proces se opakuje.

3.3 Sekvenovani tireti generace

Vyvoj metod tieti generace probihal téméf paralelné s vyvojem metod druhé generace.
U nékterych z nich se zatim zdokonaluji postupy, a proto se v laboratofich ¢asto nevyuzivaji
(Glenn 2011).

Metody tieti generace jsou schopné osekvenovat mnohem delsi tiseky DNA neZ tomu
bylo u pfedchozich metod. Lze s nimi analyzovat za jeden ¢teci cyklus i nékolikanasobek
poctu bazi, které by ptipadly na genom eukaryotniho organismu. Naptiklad miizeme zminit
genom ¢lovéka, u néhoz je v jadfe ulozeno 3,2x10° parti bazi organizovanych do chromozomi
(Spencer 2004). Genetické analyzy lidského genomu dnes, diky vykonym technologiim
sekvenace, probihaji v fadu dni aZ tydnd.

Velkou vyhodou sekvenovani tieti generace je schopnost sekvenace jediné templatové
molekuly. Tento postup umoznilo zdokonaleni technologii vyuzitych pii detekci svételného
signalu. Detektory jsou jiz schopné spolehlivé zaznamenat zafeni vyzarované jednim

fotonem, a tedy nepotiebuji zesilovat signaly namnozenim vlaken DNA (Glenn 2011).
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Obrovskou nevyhodou téchto metod vSak zlstava velkda chybovost. U Oxfordského
Nanoporu zatim mize dosahnout az 90 % (Schadt et al. 2010). V tomto ptipadé se vSak jedna
o extrémni piipad. Kupiikladu u metody PacBio dosahuje chybovost po prvnim ¢teni 10-15 %
(Kchouk et al. 2017).

Kwvili vysoké chybovosti tyto metody vyzaduji kontrolni ¢teni pomoci metod piedchozich
generaci, nebo opakovaného ¢teni jednim piistrojem, které zmensi chybovost az na polovinu
(Schadt et al. 2010). Do budoucna se socéekavanym zlepSenim technologii vSak pocita

se zkvalitnénim vysledkt téchto metod.
3.3.1 Pacific Bioscience

Spolec¢nost Pacific Bioscience predstavila v roce 2009 metodu sekvenovani SMRT (Single
Molecule Real Time Sequencing) (Mardis 2013). SMRT byla jako prvni metoda schopna
v jednom sekvenaénim cyklu piekonat v délce sekvenovanych bazi puvodni Sangerovu
metodu. Oproti Sangerovym tisici param bazi byla tato metoda v zacatcich schopna precist
sekvence o délce 1500 bp (Zhou et al. 2010). Dnes dokaze precist patnact az dvacet tisic part
bazi za sekvenacni cyklus. Dohromady se objem dat ziskanych jedinou sekvenaci blizi
hodnoté 1 Gigabaze. Cteni vSak miize mit aZ patnactiprocentni chybovost, jak jiz bylo
zminéno (Kchouk et al. 2017). Musi se tedy vyuzivat kontrolniho ¢teni kuptikladu pomoci
[lluminy nebo opakovanych ¢teni molekuly DNA.

Oproti jinym technikdim ma vSak tato metoda také spoustu vyhod. Je schopna sekvenovat
delsi useky DNA, které se diky tomu lépe skladaji do vétSich celkli a navic dokaze rozlisit
jednotlivé isoformy DNA (Rhoads & Au 2015). Také rozpoznava, diky neménné sile signalu
pti sekvenaci homopolymert, repetitivni sekvence snizs$i chybovosti nez u metod druhé
generace.

Tato technika nevyZaduje, aby byla pfed samotnou sekvenaci vytvotena knihovna
vV podobé mnoha kopii jedné molekuly DNA. ZjednoduSeni piipravy vzorkli pifedstavuje
1 moznost vkladat do sekvenatoru jak jednovldknové, tak dvouvlaknové molekuly DNA,
ziskané pfimo ze studované¢ho organismu. Samotna sekvenace ndasledn€¢ probihd diky
pfirozenému procesu replikace svyuzitim enzymu DNA polymerazy. Na zakladé
komplementarity jsou voln¢ plovouci nukleotidy napojovany K nové vznikajicimu vlaknu.
Diky detekci potadi téchto nukleotidi je nasledné¢ wurcena sekvence vzorku
(Coupland et al. 2012). Cteni této sekvence a zpracovani dat piitom probiha v realném ase

(Mardis 2008 a).

20



3.3.1.1 Postup sekvenovani

Podobné jako u pfedchozich metod jsou na dvouvlaknovou molekulu DNA z obou stran
pfichyceny dva adaptéry. Z Obrazku 12 je patrné, Zze sekvence konct téchto adaptéra je
navrzena tak, aby byly vici sobé komplementarni. Diky enzymu ligdze dochdzi nasledné
k napojeni adaptérGi z obou stran dvouvldknové DNA. Tim vznikd kruhova molekula
(Rhoads & Au 2015). Tento tvar je idealni pro opakované ¢éteni jednoho vzorku. DNA
polymerazu staci k molekule DNA napojit pouze jednou, ale sckvenace lze provadét
opakovang.

Na obrazku 12 je dale oranzovou barvou zobrazen primer, ktery ptisedl k jednomu
z adaptérti. Na néj se poté navaze DNA polymerdza. Takto upraveny vzorek je vlozen
do jamky o rozmérech sto krat deset nanometri. Na dné této jamky se enzym DNA
polymerazy fixuje k mistu, kudy je do jamky emitovano laserové zafeni a zaroven provadéna

detekce pomoci CCD kamery (Eid et al. 2009).
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Obrazek 12: Vldkno DNA s napojenymi adaptéry, primerem a DNA polymerazou
Zdroj: Rhoads & Au 2015

K detekci se vyuzivaji fluorescenéné znacené nukleotidy, pticemz kazdy z nich je znacen
jinou barvou. Na zakladé komplementarity bazi dochazi k syntéze nového fetézce.
Obrazek 13 piedstavuje  princip tvorby nového fetézce. Zelené znaCeny
deoxyadenosintrifosfat (dATP) se dostava k mistu na dné jamky, kde je zafixovana DNA
polymeraza. JelikoZ je komplementarni k thyminové bazi na ptivodnim vlakné, je diky DNA
polymeraze zatazen do nové vznikajiciho fetézce (Kchouk et al. 2017). Zaroven je dATP
Vv tuto chvili ozafen laserem. Diky monochromatickému zaieni laseru je CCD kamera schopna
detekovat zelenou barvu odrazeného svétla (Eid et al. 2009). Ve chvili, kdy je nove zatazeny
nukleotid spojen pomoci vodikovych mistktl s nukleotidem na ptivodnim vlakn€, dochazi
K posunu fetézce. Zaroven nukleotid ztraci své fluorescencni oznacCeni. Svétlo laseru jiz
osvétluje dTTP, ktery se fadi do fetézce a je detekovan oranzovym zafenim
(Rhoads & Au 2015).
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Obrazek 13: Fluorescen¢né znacené nukleotidy tvoii fetézec DNA

Zdroj: Pacific Bioscience 2009

Svétlo laseru pronika do jamek o velikosti pouhych desitek nanomentrii, zvanych jako
zero mode vaweguides (ZMWs). Diky malym rozmérim ZMWs jsou dovniti propoustény
pouze kratké svételné viny. Ty osvétluji DNA polymerazu, ale ne zbytek jamky a tim padem
snizuji  fluorescenéni zaté¢Z emitovaného svételného signdlu pro CCD  kameru
(Schadt et al. 2010). Jsou-li osviceny volné plovouci nukleotidy, emituji svételny signal.
Vinova délka svétla je vSak ptilis velka a signdl je tedy pohlcen diky ZMWs. V CCD kamerte
nevznika zadny Sum diky velmi malym rozmérum jamky (Rhoads & Au 2015).

Na Obrazku 14 mizeme sledovat, jak jsou signaly zpracovany graficky. Prvni nukletid byl
vyhodnocen jako guanin. Do zdznamu v pocitaci se rovnou zapisuje sekvence nukleotidl
na templatovém vlakné DNA, tedy sekvence na obrazku zobrazena Vv prvnim fadku. Ve chvili,

kdy se do vldkna zatfadi guanin, v pocitaci je zobrazen cytosin.
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Obrazek 14: Zapis sekvence nukleotid do grafu v pocitaci

Zdroj: Pacific Bioscience 2012
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3.3.2 Oxfordsky Nanopér

Oxfordsky nanopor je metoda tieti generace, u které nemusi byt pred poc¢atkem sekvenace
nijak modifikovany nukleotidy pouzivané k sekvenaci. Sekvenujeme pifimo vlakno DNA,
kter¢ bylo izolovano. Ptiprava vzorku pro sekvenaci je V nékterych pfistrojich
I automatizovana. Sekvenace probiha v realném case (Schadt et al. 2010).

Prvni tdaje o této technice sekvenovani byly zvefejnény jiz v roce 2008, nicméné se tato
metoda zacind vice vyuzivat az v poslednich letech. Za pomaly nastup pravdépodobné miize
pomérné vysokd chybovost, kterd u této techniky dosahuje az 90 %. Opakovanym ctenim
vzorku muze byt chybovost snizena az na 38 % z celkového cteni, coz je stale pomérné
vysoké cCislo (Clarke et al. 2009). Piesto je tato technika nyni pomérné popularni. Firma
Oxford Nanopore technologies totiz uvedla jako novinku pfenosny pfistroj pro sekvenaci
genomu. Ma velikost vétsiho flash-disku, sekvenuje v realném ¢ase pomérné dlouhé tseky
DNA a pomoci konektoru se da ptipojit k pocitaci. Védci tedy nyni mohou dostat vysledky
sekvenovani piimo v terénu (Laver et al. 2015).

Diky technice nanop6ru je mozno pieéist i sekvence o délce 2 Mb (Clarke et al. 2009).
Proto je tato technika nejvice vyuzivana ke ¢teni velkych genomi (Schadt et al. 2010).
A to pifi de novo sekvenovani, analyzach chromozomalnich variaci nebo napiiklad pfi

mapovani haplotypu (Clarke et al 2009).
3.3.2.1 Postup sekvenovani

Na vlakno DNA je napojen adaptér, ktery navede a ukotvi molekulu pfimo v oblasti poru.
Enzym DNA helikaza v tomto misté¢ odd€luje ob& vldkna dvousroubovice tim, Ze rozrusuje
vodikové mustky mezi nimi. Na sekvenovaném vladkné vZdy porem prochazi az 6 nukleotidii
najednou (McGinn & Gut 2012).

Princip funkce Oxfordského nanopoéru je zaloZzen na protazeni jednovlaknové molekuly
DNA membranovym proteinovym poérem o-hemolysinu, ktery je vyplnén elektrolytem.
Elektricky potencial, aplikovany na tento por, umoziiuje sledovat pritok ionti pérem, a tedy
zménu elektrického proudu v ¢ase (Schadt et al. 2010).

Na Obrazku 15 je zobrazena chemicka struktura jednotlivych bazi DNA. Tyto baze tvoti
spolecné s pétiuhlikatymi cukry a zbytky kyseliny fosforecné nukleotidy, které tvofi fetézec
DNA (Sanger 1977). Kazdy nukleotid ma jinou velikost a zplsobi jinou vychylku
na amplitud¢ toku iontli poérem. Pravé na zéklad€ vychylek toku ionth je nakonec detekovan

ptislusny nukleotid (Clarke et al 2009).
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Obrazek 15: Chemické struktury bazi DNA
Zdroj: Brown & Brown 2011

Vychylka elektrického proudu pti prichodu pérem zavisi jak na velikosti prochdzejicich
bazi, tak na prostorové konformaci nukleotidi v poru (Clarke et al 2009). Porovname-li
velikosti jednotlivych bazi s vychylkami elektrického proudu na grafu na Obrazku 16, je dale
ziejmé, ze prostoroveé nejmensi cytosin pii svém prichodu ucpava pér nejméné a zbytkovy
pritok ¢astic porem je nejvyssi. Naopak guanin blokuje pér nejvice.

Graf na Obrazku 16 ma pro ulehceni ¢teni signalu na svém pozadi Ctyfi barevné pruhy,
které symbolizuji ctyfi nukleotidy. Pfi prichodu prvniho nukleotidu se signal vychyli
do oblasti ¢erveného pruhu, ktery signalizuje thymin. Nasledné se vrati na hodnotu kolem

55 pikoampért (pA). To znaci, ze porem zadny nukleotid v tuto chvili neprochazi.
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Obrazek 16: Graf zmény elektrického proudu v ¢ase v zavislosti na prichou nukleotidi porem

Zdroj: Clarke et al. 2009

Na pomalu se pohybujicim vlakné¢ by tato technologie fungovala dobie

(Clarke et al. 2009). Rychlost pohybu fetézce skrz por je vSak tak vysoka, ze ¢asto dochazi
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k zaméng jednoho nukleotidu za jiny pii ¢teni dat (McGinn & Gut 2012). Proto se dale studuji

enzymy, které by svou ptitomnosti v nanopdéru omezily pocet translokaci.
3.3.2.2 Sekvenovani s vyuZzitim exonukleazy

Firma Oxford Nanopore technologies ma patentovanou jesté jednu obdobnou metodu
sekvenovani s vyuzitim péru zobrazenou na Obrazku 17. Technologie se oproti té predchozi
lisi v pouziti exonukledzy, ktera by pied priichodem fetézce zkrz pdr nastiihala vlakno DNA
na jednotlivé nukleotidy. Tyto nukleotidy by poté jednotlivé prochazely poérem a byla by tedy
ulehéena jejich detekce (Clarke et al. 2009). Koncept vyuziti exonukleazy vsak zatim nebyl
uveden do praxe.

Problémy pfi detekei spocivaly v Case, kdy porem neprochazi zadny nukleotid, a tedy neni
vytvafen zaznam, a dale ve vysoké chybovosti metody a v principu funkce enzymu, ktery
zajistuje oddéleni nukleotidii pfed prichodem pérem (Glenn 2011).

Enzym exonukleaza, ktery byl ziskan z bakterie Escherichia coli, pii teploté 37 °C s§tépi
275 nukleotidi za sekundu. Takova rychlost mize vést ke znaénym chybam v detekci signalu

v nanoporu. OvSem ¢innost exonukleazy mize byt regulovana teplotou (Clarke et al. 2009).

Low Salt Single stranded DNA
Exonuclease
Nanopore
IS ' 2
& 2
High Salt " 4
& LIPS
¢
y o * _
Nucleotide molecules
L

Obrazek 17: Princip funkce nanoporu za pouziti exonukleazy

Zdroj: Schadt et al. 2010
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3.4 Sekvenace ¢tvrté generace

Ackoliv se technika Oxfordského nanoporu zacala vyuzivat az v poslednich letech, stoji
uz na jejich principech vyvoj dalsi generace sekvenovani. Cilem ctvrté generace je opét snizit
cenu sekvenovani a také praci s piipravou vzorka (Feng et al. 2015).

Vyvoj se tedy zaméfuje na testovani riznych druhti nanopért. A to jak biologickych, jako
byl nanopor a-hemolysinu, tak i uméle vytvotenych. Ty jsou zastoupeny chemickymi latkami,
které tvofi membranu, do niz je uméle vytvofen nanopor (McGinn & Gut 2012). Vyuziva se
naptiklad SiO., ktery je chemicky stabilni a zaroven pevny, na rozdil od biologickych
nanopori. Védci se snazi modifikovat tyto membrany tvoiené pevnymi latkami pomoci
bilkovin a tukii. Vznikaji tak nanopdry, které kombinuji biologické a uméle vytvorené slozky.
Ty jsou pii kombinaci s tranzistory a dalSimi slozkami zafizeni méné naro¢né na prostor.
Poskytuji tedy moznost zmenseni sekvenacniho ptistroje (Feng et al. 2015).

Momentalné se také pracuje na metodé, kdy se nukleotid protdhne mezi dvéma
elektrodami. U této techniky vSak neni dokonale vyladén zptsob detekce jednotlivych
nukleotidli, a pracuje se tedy na optimalizaci velikosti elektrod a vzdalenosti mezi nimi
(Bai et al. 2014).

Az bude technika nanopodru dostatecné zdokonalena, mé potencidl stat se levnou a rychlou
metodou sekvenovani, ktera je schopna dosahnout délky ¢teni 10 000-50 000 bp. Mohla by
tedy dosahnout cile v podobé osekvenovani lidského genomu za 100 americkych dolard

(Feng et al. 2015).

3.5 Priklady pouziti novych sekvenac¢nich metod

3.5.1 Studie kolapsu kolonii u véel v USA

Technika pyrosekvenace byla vyuzita pti studii Colony Colaps Disorder (CCD), tedy
kolapsu v koloniich v¢el, kdy v€elstva pichazeji o své délnice (Rothberg & Leamon, 2008).
Tento jev mé&l na svédomi ztratu 50-90 % kolonii véel medonosnych (Apis mellifera
Linnaeus 1758) napii¢ Spojenymi staty. Masivni thyny délnic zacaly od roku 2004
u vcelstev, kterd byla do USA importovana z Austrdlie nebo u téch, kterd byla ve styku
s témito vcelstvy (Cox-Foster et al. 2007).

U nakazenych vcelstev ptezivaly pouze d€lnice s nejvyssi imunitou. Ty se vSak nebyly

schopné starat 0 potravu a zaroven 0 nové nakladené larvy, a tak v¢elstvo vyhynulo.
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Studie porovnavala mikrofloru zastupci ctyf vcelstev z USA nakazenych CCD, dvou
nenakazenych vcelstev z USA, zdravého vcelstva importovaného z Australie a mateti kasicky
importované z Ciny. Védci se zaméfili na ziskani RNA, aby bylo zohlednéno patogenni
pusobeni RNA virta. Jednalo se o metagenomickou studii, kdy se analyzovala veskera
geneticka informace ziskana ze stfev véel (van Engelsdorp et al. 2009).

U v€el nakazenych CCD bylo nalezeno vétSi mnozstvi patogenli v porovnani
s kontrolnimi v¢elstvy (van Engelsdorp et al. 2009). V ramci vyzkumu bakterialni kolonizace
veelstev byly analyzovany také rody bakterii jako naptiklad Lactobacillus nebo Neisseria,
které se nachazeji ve stfevech vcel pfirozené. Ovsem nebylo tim vylouceno, ze by jejich
namnozeni nemohlo mit vliv na propuknuti nemoci. Také byla analyzovana rRNA
u 81 zastupct fise Fungi, ovsem jejich podil na propuknuti CCD nebyl prokazan (Cox-Foster
et al. 2007).

Genetickou analyzou bylo analyzovano sedm SSRNA kandidatnich virti, které by mohly
mit vliv na propuknuti CCD. Vysledky vyzkumu identifikovaly jako nejpravdépodobnéjsi,
ze virus zpusobujici CCD je tzv. Izraelsky virus akutni paralyzy (IAPV), ktery se ve vysoké
mife nachéazel pravé u vcelstev nakazenych CCD. Tento virus byl poprvé objeven v roce 2004
Vv Izraeli, kde jednotlivym zastupcim zpisoboval ties kiidel a vCely se tedy nemohly vratit
do Glu (Hou et al. 2014). Ackoliv vir IAPV nebyl nakonec identifikovan jako patogen, ktery
pifimo zpusobuje CCD, zvysledkii je pravdépodobné, Ze jeho pusobeni mé vliv
na obranyschopnost organismu. Spole¢né s dal§imi faktory, jako je nedostatecna vyziva nebo
pusobeni pesticidi, zpasobuje CCD (van Engelsdorp et al. 2009).

V ramci tohoto vyzkumu se nepovedlo ur€it patogen, ktery mize za propuknuti CCD u
americkych vcelstev. Byl jim vSak demonstrovan zpusob, jak provadét epidemiologickou

studii infekénich nemoci s nejasnym patogennim agens.
3.5.2 Vyzkum prenosné rakoviny d’abli

U druhu d’abla medvédovitého (Sarcophilus harrisii Boitard 1841) byla nalezena infekéni
forma rakoviny zvana Devil facial tumour disease (DFTD). Poprvé byla pozorovana facialni
rakovina d’abli v roce 1996. Dnes se jiz rozsifila na 80 % uzemi Tasméanského ostrova.
Diky vysoké nakaZlivosti se d'ablové fadi mezi druhy ohrozené vyhynutim (Nowak 2017).

Ptenosny typ rakoviny byl objeven pouze u psl, mlzi a tasmanskych Certl. Karcinomy
predstavuji bunécné linie, které jsou pii kontaktu dvou jedinci pienosné. Jelikoz jsou
tasmansti d’ablové prevazné mrchozravi, dochazi k ptenosu hlavné pti boji o mrsinu, ptipadné

pfi pohlavnim styku. DFTD vytvaii zpo€atku malé nddory na obli¢eji nebo ustni sliznici.
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Tyto Utvary rostou a metastazuji do miznich uzlin po celém téle. Nakazeny jedinec Casto
umird po ne€kolika mésicich na podvyzivu, jelikoZ je pro néj ptili§ bolestivé ptijimat potravu
(Pye et al. 2015).

V populaci d’abla je patrny efekt zakladatele, tedy nizkd geneticka variabilita jedincu.
Problém vysoké nakazlivosti spociva v nizké variabilité¢ genti pro hlavni histokompatibilni
komplex (Major Histocompatibility Complex, MHC) a podobném slozeni alel pro MHC
v rakovinotvornych bunkach (Pye et al. 2015). MHC by za normanlnich okolnosti m¢l
aktivovat NK bunky a dalsi obranné mechanismy, ovSem pii nakaze je tento proces oslaben.
Néchylngjsimi k ziskani rakoviny jsou starS$i jedinci, jejichz imunita je vice oslabena
(Peel et al. 2018).

Dnes jiz diky rozsahlym studiim, které se problematikou pifenosu rakoviny zabyvaji,
zname dva typy této rakoviny, a to DFT1 a DFT2. Na pohled nejsou tyto dvé formy od sebe
odlisitelné, ovsem geneticky ani histologicky si nejsou podobné. Rakovinotvorné buiiky typu
DFT1 maji na rozdil od DFT2 aneuploidni karyotyp se ¢tyfmi nadpocetnymi chromozomy.
U DFTI1 bunék nejsou na rozdil od DFT2 pfitomné gonozomy. Histologicky se oba typy lisi
usporddanim bunck. DFT1 vytvafi v tkdnich shluky bunék, kdezto DFT2 burky se rozptyluji

tkanémi a nevytvari ucelené struktury (Pye et al. 2015).

3.5.2.1 Geneticka analyza prenosné rakoviny u d’abla

V poslednich letech byla v nékolika pfipadech u ndkazy DFT1 sledovéna pfirozena
regrese tumoru a piipadné i nasledné vyléceni jedince (Wright et al. 2017). K vyzkumu toho,
které geny podminuji regresi tumoru, bylo vyuZito sekvenace ptistrojem Illumina HiSeq.
Analyzované vzorky byly ziskany biopsii z uSnich boltci 10 jedincu, ktefi byli nakazeni
DFT1. U sedmi z téchto jedinct doslo k regresi tumoru, u zbyvajicich tii ne. Komparativni
analyzou téchto dvou skupin byly zjiStény useky genomu, konkrétné na tfetim a patém
chromozomu jedinci, které podminuji regresi tumoru. Geny velkého ucinku, nachazejici
se Vv téchto oblastech, pravdépodobné polygenné podmiiiuji regresi tumoru. Zarovein byly
u téchto gend zjiStény SNPs Vvoblasti introni vySe zminénych chromozomi, které
pravdépodobné ovliviiuji expresi téchto gent (Margres et al. 2018).

Timto vyzkumem bylo demonstrovdno, Ze exprese genu souvisejicich s imunitni
odpovédi jedince je zasadni pro spusténi regrese tumoru. Identifikace kandidatnich genti
a metody vyuZzivané pii komparativni onkologii pfispivaji ke studiim souvislosti mezi

genotypem a d¢&ji probihajicimi pii rakovinném bujeni (Wright et al. 2017). Studie, jako je
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tato, maji velky vliv na humanni onkologii. Z etického hlediska je totiz vylouceno studovat
vyvoj rakoviny bez léceni u Clovéka. Komparativni onkologie je tedy provadéna pouze
u zvifat, ovSem jeji poznatky slouzi ke stanoveni principi biologické 1éCby v humanni

mediciné (Peel et al. 2018).
3.5.3 Vyzkum rezistence vii¢i viru SIV u primata

Mangabej koufovy (Cercocebus atys Audebert 1797) 1z celedi kockodanovitych
(Cercopithecidae) zijici pii pobfezi zapadni Afriky je nyni jednim z druht, ktery védce
extrémné zajima. Davodem je jeho rezistence vuc¢i viru SIV (Simian immunodeficiency
virus). Mezidruhovym pienosem tohoto viru na c¢lovéka vznikl virus HIV (Human
immunodeficiency virus). Nakazeni mangabejové, jako prirozeni hostitelé viru, vsak
nevykazuji klinické znamky nemoci (Milush et al. 2011). Proto by mohli byt klicovymi
organismy pro stanoveni 1é¢ebnych metod lidi nakazenych HIV (Dunham et al. 2006).

Imunologické studie se diive zaméfovaly na funkci T-lymfocytl v prubéhu nakazy SIV.
Bylo zjisténo, ze T-bunky se v organismu mangabeje nemnozi, jak by mély v ramci imunitni
reakce vu¢i mnozicimu se viru (Milush et al. 2011). U makaka rhesuse
(Macaca mulatta Zimmerman 1780) se naopak bez 1é¢by antivirotiky pii SIV nakaze vyvinul
syndrom imunodeficience AIDS (Palesch et al. 2018). Dalsi studie se proto zabyvaji
mechanismy, které zpusobuji imunologickou rezistenci mangabeji vici AIDS

(Dunham et al. 2006).

3.5.3.1 Geneticka analyza hostiteli viru SIV

Pro vyzkum genetického materidlu mangabeji koufovych bylo v prvni fadé vyuzito
technologie Illuminy HiSeq 2000. Nasledné byly k ziskanym vzorkim pfirovnavany vzorky
sekvenace Pacific Bioscience RS platformy. Jelikoz technologie PacBio je schopna ptecist
delsi fragmenty DNA, byla vyuzita ke komparativnimu ¢teni pivodnich vzorkti a doplnéni
chybéjicich sekvenci ptivodniho ¢teni Illuminy (Palesch et al. 2018).

eey

DNA byla ziskana z krve samice mangabeje koutrového Zijici v Yerkesové vyzkumném
centru pro primaty. Ze zde Zijicich mangabejii méla tato samice ve skupiné nejCastéji
zastoupeny haplotyp MHC (Major Histocompability Complex), a byla tedy vybrdna jako
idedlni zéastupce pro vyzkum. Zaroven byla kvili zjisStovani polymorfismti v ramci druhu
izolovana DNA z krve i jater 10 dalSich mangabejii. V ramci skupiny byli tito jedinci vybirani

tak, aby pokryli 90% diverzitu v ramci dané kolonie (Palesch et al. 2018).
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Sekvenaci bylo odhaleno 20 829 kodujicich gent a 4 464 gent nekddujicich. Mnozstvi
ziskanych dat umoznilo provadét komparativni genomové analyzy s 25 druhy primatd, jejichz
genom jiz byl osekvenovan (Palesch et al. 2018).

Diky komparativni analyze mangabeje a primati nachylnych k Acquired Immune
Deficiency Syndrome (AIDS), bylo mozné identifikovat geny, které mohou mit roli pfi
nachylnosti k propuknuti AIDS u jedinct nakaZenych SIV (Dunham et al. 2006). Védci takto
odhalili 34 kandidatnich gent ovliviiujicich imunitni systém, které se liSily u mangabeje
koufového a makaka rhesuse (Palesch et al. 2018). Pomoci genové analyzy byly odhaleny
rozdily v proteinech vyskytujicich se pfi nakaze HIV virem, receptorech bunék i dalSich
imunitnich mediatorech (Milush et al. 2011).

Na téchto vyzkumech miZeme vidét efektivitu vyuziti genetického sekvenovani.
Z n¢kolika desitek tisic nasekvenovanych genli bylo ureno 34 genli imunitniho systému,
které mohou mit spojitost se vznikem imunodeficience u nepfirozenych hostiteld viru SIV.
Nasledné fyziologické studie poté vychdzi z téchto dat a zkoumaji imunologické funkce
bilkovin vzniklych expresi téchto genii (Palesch et al. 2018). Vysledky takovych vyzkumi
Vv budoucnosti mohou =zasadn¢ pfispét k vyvoji vakciny proti pasobeni viru HIV

na organismus, a tedy i k potlaceni propuknuti nemoci AIDS.
3.5.4 Fylogeneticka studie ¢eledi Hominidae

Ke stanoveni nového druhu, nebo vice poddruhil Zivocicha diive byly zasadni hlavné
morfologické analyzy jedinct.

Geneticka analyza se pfed vyuzitim NGS metod provadéla pomoci proteinovych markeria
nebo zjistovanim délkovych polymorfisma restrikénich fragmenti (Locke et al. 2011).
Pfi rozliSeni druhti orangutana sumaterského (Pongo abelii Lesson 1827) a orangutana
bornejského (Pongo pygmaeus Linnaeus 1760) se konkrétné vyuzivalo mitochondrialnich
a nuklearnich markerd. Timto zpiisobem byla napiiklad identifikovana neocentromera, ktera
se u obou druhii orangutana na riznych mistech chromozomu 12 (Tolomeo et al. 2017).
(Nater et al. 2017). Genetické studie se z toho divodu zaméfovaly na genomické rozdily
v ramci ¢eledi hominidi (Hominidae) (Locke et al. 2011).

Ztéto cCeledi ma podceled Ponginae nejméné zménény karyotyp. Velké zmény
v genetické informaci orangutant byly ¢asto zptisobeny zdvojenim uréitého segmentu DNA.
V porovnani se Simpanzy (Pan sp.) nebo ¢lovékem u orangutantt dochéazelo s mensi intenzitou

k preskupovani téchto segmentti (Locke et al. 2011).
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Zajimavé je napiiklad srovnani Alu sekvenci téchto tii rodd. Jedna se o transpozondlni
sekvence DNA o délce kolem 300 bp, které obsahuji cCasté repetitivni sekvence.
Slouzi kupiikladu k regulaci exprese gent. U orangutant tvofi tyto sekvence pouze malou
¢ast genomu. U Simpanzu sledujeme nardst Alu retropozic. Lidsky genom je z hlediska Alu
sekvenci jest¢ mnohem plastictéj$i oproti predchozim dvéma rodim. Pravé na zjistovani

retropozic u Alu sekvenci je mozné dokézat fylogeneticky vyvoj primati (Walker et al. 2012).
3.5.4.1 NGS analyza podceledi Ponginae

Vroce 2011 byla technologie od firmy Illumina vyuzita k sekvenovani genomu
orangutana sumaterského. V rdmci vyzkumu byl tento genom srovnavan s genomem
orangutana bornejského. Jejich pfedek Zil v Jihovychodni Asii, ovSem oba druhy Zily
izolované¢ na riznych ostrovech a byly ovliviiovany vzristajici lidskou populaci
(Walker et al. 2012).

Zkoumany material byl odebran od samice orangutana sumaterského. Pro vytvofeni
genetické knihovny byly dale odebrany vzorky deseti zastupcli orangutani sumaterskych
a orangutant bornejskych, odchycenych z volné piirody. Dale se k sestaveni vysledného
genomu orangutana vyuzilo jiz znamého genomu c¢lovéka. Diky piibuznosti obou druhti byl
lidsky genom vyuZzivan k ovéfovani spravnosti sestaveni vysledného potadi jednotlivych
kratkych segmenti DNA u orangutana (Locke et al. 2011).

Ve studii se nejprve diky ¢teni kratkych usektt DNA zhotovily témét kompletni sekvence
genomu obou druhti. Oba genomy byly nasledné porovnavany hlavné z hlediska SNPs, tedy
single nucleotide polymorphisms (polymorfismli jediného nukleotidu). U sumaterského
orangutana bylo porovnavanim genomu nalezeno o 36 % SNPs vice neZ u bornejského
orangutana oproti jejich spole¢nému predkovi (Locke et al. 2011). Z hlediska samostatného
vyvoje obou druhii bylo vice mutaci v rdmci genomu nalezeno u orangutana bornejského.
OvSem v ramci hodnoceni jedinct jedné podceledi byla u orangutana sumaterského zjiSténa
vy$si variabilita ve zkoumanych genomech (Locke et al. 2011).

Diky analyze nukleotidovych polymorfismi, kterd vSak miiZze mit pomérné vysokou
chybovost, byl vyvoj obou samostatnych druhti datovan od doby pied 400 000 lety.

Dnes jiz diky dal§im genetickym a morfologickym studiim provadénym na rodu Pongo
vime, Zze existuje dalsi druh orangutana, a sice orangutan tapanulijsky
(Pongo tapanuliensis Nowak et al. 2017) (Nater et al. 2017).
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3.5.5 Genetické studie hospodarskych zvirat

Pomérné casto se metody NGS vyuzivaji k sekvenovani genomt dobytka. Zacaly tak
prispivat k selekci zvitat pro zvySovani mlé¢né nebo masné uzitkovosti, ktera se diive délala
hlavné na zaklad¢ fenotypu. Umély vybér dal vzniknout velkému poctu plemen, ktera se lisi
uzitkovosti, adaptaci na zivotni prostiedi a zdravotnimi charakteristikami (Rosse et al. 2017).

Velky vliv na tyto aspekty maji u mnoha druhii zvitat takzvané Copy Number Variations
(CNVs), tedy useky DNA, kdy se v rtizném poctu kopii opakuje jeden typ sekvence. Piimo
tedy ovliviiyji kvalitativni 1 kvantitativni hodnoty u zvifete a mohou byt divodem vzniku
onemocnéni (da Silva et al. 2016). Diky NGS se CNVs efektivnéji uruji v ramci celého
genomu. Diky tomu bylo zjisténo, ze naptiklad u ¢lovéka je druhova variabilita zplsobena
ze 77,97 % pravé variabilitou poctu kopii usekt DNA (da Silva et al. 2016).

Nejvétsi variabilita v CNVs byla u skotu nalezena u skupiny zebu (Bos taurus indicus
Linnaeus 1758), zahrnujici asijskda a africkd plemena. Konkrétné byla studie provadéna
na plemeni Nelore (Bos indicus Linnaeus 1758). Vzorky, ziskané od 1717 zvifat z chovi
Vv Brazilii, byly porovnavany s osmi vzorky nepifibuznych bykt, jejichz plemenitbou toto
plemeno vzniklo. Ke studii byl pouzit sekvenator HiSeq2000 od Illuminy
(da Silva et al. 2016).

Z celkového poctu bylo 24 nalezenych CNVs sledovano u vice nez 10 % zkoumanych
zvifat. K variabilit¢ ostatnich CNVs pfispivaly hlavné SNPs, tedy mutace Vv jediném
nukleotidu fetézce (da Silva et al. 2016).

Velmi dulezité z hlediska plemenaiské prace jsou CNVs identifikované v lokusech
autozomt, které ovliviuji uzitkovost, velikost téla a resistenci vici parazitim. V ramci
plemena Nelore jsou tedy dikladnéji zkoumény sekvence geni podminujicich masnou
uzitkovost (da Silva et al. 2016). Vysledky tohoto vyzkumu tedy bude mozné vyuzit k dalsi

plemenaiské praci v ramci tohoto plemene i druhu (Rosse et al. 2017).
3.5.5.1 Geneticka analyza slintavky a kulhavky

U skotu je velka pozornost vénovana RNA virovému onemocnéni slintavky a kulhavky
(SLAK). Nakaza zptsobuje vysoké ztraty v uzitkovosti a i po odeznéni ptiznaku je jedinec
nositelem viru. Diky vysoké odolnosti a schopnosti ptezit ve vnéjSim prostiedi je SLAK
nejobavangjsi chorobou sudokopytnikt (Paton et al. 2018).

Ke studii bylo vyuzito sekvenatoru Illumina Miseq a Sangerovy metody sekvenovani pro

kontrolni ¢teni. Sekvenace nové generace umoznila studovat evoluci viru v pribéhu infekce,
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mnozeni v bunikach, selekce a migrace do dalSich tkéni. I z malého mnoZzstvi vzorku je mozné
detailné studovat rtizné genetické varianty viru. U viru SLAK, jehoz genom je 8 300
nukleotidii dlouhy, tedy mitizeme sledovat az 25 000 bodovych mutaci. Pfi pravidelném
odbéru vzorku takto miizeme stanovit mutaéni rychlost (Wright et al. 2010).

Zajem védcl vzbudila evoluce viru, piezivajiciho v hostiteli mezi nakazovymi situacemi.
Vzorky ke studii SLAK byly ziskavany stéry slin zvifatim na tficeti pakistanskych farmach,
chovajicich asijské buvoly (Bubalus bubalis Linnaeus 1758), ktefi nevykazovali klinické
projevy nemoci. Jelikoz se zkoumala muta¢ni rychlost virG, probihal sbér vzorkua
u 12 nakazenych jedincti kazdych 28 dnti po dobu jednoho roku.

U jednoho zvitete byly prokazany dva sérologické typy viru. Tento vzorek byl pouzit
k dalsi studii. Diky analyze vzorkd bylo zmapovano 21 témér kompletnich genomu viru.
Studie ukazala, ze pii dlouhodobé ndkaze s vymizenim piiznakii nemoci, je variabilita
genotypt viru nizkd. Po 98 dnech od inokulace viru genetickd informace viri nezménéna,
atoazz 99 % (Wright et al. 2010).

Studie evoluce viru v organismu Vv ramci chronickych nakaz bez klinickych ptiznakt
je dulezita pro vyvoj efektivnéjSich vakcin, které zvysi obranyschopnost organismu vici

nakazeni (Ramirez-Carvajal et al. 2018).
3.6 Srovnani generaci sekvenovani

Generace sekvenovani jsou rozdéleny na zakladé podobnosti v postupech pro pfipravy
vzorkt, v délce osekvenovatelnych usekti, v cené sekvenovani i z hlediska obdobi pocatku
jejich vyuzivani.
vzorki k objemu vychozich dat. Kuptikladu kompletni genom clovéka se Sangerovou
metodou zpracovaval 10 let (Schadt et al. 2010). Prvni dvé generace sekvenovani vyzaduji
nejprve mnohondsobné namnozeni vzorkl. Pred samotnym sekvenovanim je nutné pfipravit
roztok s reagenciemi, ptistroj nebo desti¢ku, ve kterych bude samotna sekvenace probihat.

Pro prvni generaci, tedy Sangerovu metodu, se historicky pro pfipravu knihovny
pouzivalo mnozeni vzorki za pomoci ligovani do kruhovych molekul DNA, které jsou
Vv bakterii pfirozené mnozeny (Clarke et al. 2009). Pozdégji zacala byt vyuzivana PCR, ¢imz
se velmi urychlila pfiprava vzorkl. Dnes se k Sangerové sekvenaci vyuziva automatizované
kapilarni elektroforézy, kdy pfistroj zasila data do pocitace a na zdkladé¢ vyhotoveného

elektroforeogramu je ziejma sekvence fetézce (McGinn & Gut 2012). Maximalné mize timto

33



zpusobem byt precteno 96 fragmentd za jedno ¢teni. Vystupni mnozstvi dat je tedy mnohem
nizsi nez pii sekvenaci NGS metodami (Kchouk et al. 2017).

Vyhodou této metody je vysokd spolehlivost vysledkli, nevyhodou vysoka cena
za sekvenaci. Vyuziva se proto hlavné ke kontrolnimu ¢teni po sekvenacich jinymi, méné
presnymi technikami (Liu et al. 2012).

Pyrosekvenaci miizeme chapat jako prechod mezi Sangerovou metodou sekvenovani
a sekvenovanim nové generace. Cena sekvenace je vysSi nez u ostatnich metod druhé
generace, a to kvuli pofizovacim nakladim enzymu potiebnych k sekvenaci. Délka DNA
fragmenti dosahuje 250 bp, tedy se na pocatku vyuzivani metod NGS nejvice blizila
Sangerovym 1000 bp (Pettersson et al. 2009).

Piiprava knihovny je u metod druhé generace opét praci laboranta. Sekvenaci
a vyhodnoceni vzorkl délaji ptistroje, které jsou paralelné schopny osekvenovat tisice vzorki
najednou. Ovsem, jak jiz bylo zminéno, metody druhé generace maji statisticky o néco vétsi
chybovost, nez Sangerova metoda (Glenn 2011). Za to mohou chyby lidského faktoru,
enzymu DNA polymerazy nebo naptiklad chyby v detekci signalu pfistroji.

Metody druhé generace jsou schopné zpracovavat kratSi fetézce genetické informace.
Oproti Sangerové metodé, ktera dokazala zvladnout pii jednom c¢teni i 900 bp, napiiklad
metoda SOLID v jednom c&teni precte pouze 75 bp (Mardis 2008 a). Diky masivnimu
paralelnimu sekvenovani je vSak vystupni hodnota dat sekvenaci SOLiD 160 Gb, zatimco
u Sangerovy metody pouze 2,1 Mb (Kchouk et al. 2017).

V Tabulce 1 mizeme vidét srovnani metod prvni, druhé i tieti generace. Vidime, ze se 1isi
technikou sekvenace, velikosti fragmenti i cenou, ktera je potfeba na jeden sekvenacni
cyklus. Na rozdil od sekvenacnich technik tfeti generace jsou ovSem vSechny velmi

spolehlivé, a proto se vyuZivaji ke kontrolnimu ¢teni.
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Tabulka 1: Srovnani charakteristik pfistroji

Pfistroj Pocet ?ze(?r(l?ﬁ Presnost % Mnozstvi Rok
J Steni/bh o) ° | dat/tteni (Gb) | viroby
0,00069 -

Sanger (3730 xI) 96 400-900 | 99,97 0.0021 2002
454 (FLX) 400 250 99,9 0,1 2007
Illumina (HiSeq) 5 Biliont 150 99,99 15Th 2012
SOLID (5500 W) 3 Biliony 75 99,99 160 2011
lon Torrent 60-80
(lon Proton) Miliont 200 %9 10 2012
PacBio

2 7 -1 2014
(RS 11 P5 C3) 528 8500 8 0,5 0
ON (MinlON Mk) | 100 9545 88 15 2015

Zdroj: Kchouk et al. 2017

Hlavnim dtvodem pro nahrazeni metod druhé generace témi ze tieti generace je délka
¢tenych useki. Délka fragmentt pro sekvenovani pomoci technologie od llluminy mtize mit
délku kolem 150 az 300 bp. Nicméné¢ metoda PacBio pracuje s fragmenty o velikosti
az 15000 bp. Nejvétsi potiz u technik druhé generace piedstavuje findlni skladani
sekvenovanych usekl, které je technologicky naro¢né a pfispiva k vétSsi chybovosti
(Mardis 2013).

Sekvenace tieti generace je ze vSech doposud zminénych metod nejefektivngjsi z hlediska
uSetfeni lidského faktoru prace a objemu vychozich dat. Sekvenujeme piimo pivodni vlakno
DNA a neni tedy potieba PCR. Pfiprava vzorku trva pouze 4-6 hodin. Naklady na sekvenaci
jedné nukleotidové baze se zmensSuji diky jednodussi piipravé vzorkl, kratSimu casu
sekvenace 1 diky jednodusSimu procesu skladani nasekvenovanych usekli do sekvence
kompletniho genomu (Kchouk et al. 2017). Vyvoj ceny sekvenovani pii vyuziti riznych
technik je zanesen do Tabulky 2.
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Tabulka 2: Vyvoj ceny sekvenovani v zavislosti na charakteristikach pfistroji

Sanger 454 Illumina PacBio RS | ON

3730 x| GS FLX | Hiseq 2000 11:P6-C4 MinION
Délka vzorku 400-900 bp | 700 bp 150 bp 15 000 bp 5000 bp
Objem dat/¢teni 1,9-84Kb |0,7Gb 600 Gb 0,5-1 Gb 1,5Gb
.o 20 min - ,
Cas/teni 24 hod 3-10 dni 0,5—-4hod | 50 hod

3 hod

o , 24 000 0,4-0,8 6,44-17,90

Cena/milion bazi USD 10 USD 0,07 USD USD USD

Zdroj: Liu et al. 2012; Rhoads & Au 2015

Samotna sekvenace zabere fddové hodiny, coZ je oproti [lluming, u které miZe Cteni trvat
az deset dni, velka vyhoda. Tteti generace sekvenovani zatim ovSem neni ve vé&tsSi mife
pouzivana, jelikoz se vyznacuje pomérné velkou chybovosti ve ¢teni dat. U PacBio mtize byt
az 13% chybovost, jak 1ze vidét v Tabulce 2 (Kchouk et al. 2017).

Kvuli vysoké kapacité pristroji druhé i tieti generace se tyto metody vyuzivaji hlavné
Vv laboratofich, které studuji velky objem dat. A to k sekvenovani celych genomu, detekci
strukturalnich mutaci chromozomt, sekvenovani populaci viri nebo nadorovych bunék
i epigenetickym studiim (Schadt et al. 2010).

Dnes jiz mluvime také o ctvrté generaci sekvenovani. Tyto metody se zatim pohybuji
hlavné v experimentélni a teoretické rovin€. Jak jiz bylo zminéno, zdklad pro vyvoj Ctvrté
generace tvoii technologie nanoporu. Hlavni zaméfeni je na zlepSovani zobrazovaci techniky
a zvySovani objemu sekvenovanych dat (McGinn & Gut 2012).

V laboratofich jsou dnes nejcastéji uzivany piistroje Illuminy, jak je zfejmé i z vyzkumt
popisovanych vySe. Pyrosekvenace i metoda SOLiD a Ion Torrent se pfili§ nevyuzivaji.
Metody PacBio i Oxford Nanopore jsou v rozmachu. Neda se urcit, ktera z metod je nejlepsi a
zalezi tedy na laboratofi, co od potizeni sekvenatoru ocekava
(Glenn 2011). Jednotlivé laboratofe také mohou vyuZzit moznosti zaslat vzorky do firem, které
pfistroje vlastni a zakdzkové osekvenuji zaslané vzorky =za pfijatelnou cenu

(Brown & Brown 2011).
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4 Zavér

Na zakladé informaci z dostupné odborné literatury byly v bakalaiské praci popsany
principy sekvenacnich technologii. Charakteristiky jednotlivych metod zahrnovaly ptipravy
genetickych knihoven, zptusoby sekvenace genetické informace i jeji detekce a nadsledného
zpracovani dat. U kazdé technologie byla popsana specifika pouziti, se kterymi souvisi chyby
pfi Cteni sekvenci DNA.

Prvni dostupnd metoda sekvenovani byla popsana v 70. letech minulého stoleti.
Po nastupu nového tisiceleti zacaly byt vyuzivany prvni metody masivniho paralelniho
sekvenovani. Spolecn¢ se stalym zlepSovanim technologii také klesala cena sekvenovani.
Naopak stoupalo mnozstvi vzorkl a zjednodusila se jejich ptiprava. Byla také zminéna
moznost vyuziti kapesniho sekvenatoru, ktery umoznuje piecteni genetické informace ptimo
V terénu.

Byly popsany moznosti resekvenace i kontrolniho ¢teni, které zvySuji kvalitu dat.
Ackoliv nebyla zadna z metod zhodnocena jako nejlepsi, v praxi se zatim nejvice pouZzivaji
sekvenatory firmy Illumina.

V ramci zoologickych studii byly popsany ptiklady pouziti sekvena¢nich metod v praxi.
Metagenomické studie ptispély K identifikaci virti snizujicich uzitkovost hospodaiskych
zvitat. Ve studii regrese rakovinného bujeni u d’abld medvédovitych byl nastinén zpisob
identifikace kauzalnich gend. V ramci studie mangabeji koutfovych byl popsan ptinos
genetickych studii zvifat pro huméanni medicinu. Na vyzkumu orangutanii bylo pfibliZeno,
jak pfispiva ¢teni genomu k fylogenetickym studiim.

V bakalaiské praci bylo popsano, jak rychle se posouva vyvoj sekvenacnich metod,

a jejich vyznam pro biologické obory.
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