sekvenovani DNA

Od genomu za miliony
k milioniim genomis

Moznost ¢ist v DNA pribliZila védce milovymi kroky k pochopeni principl Zivota,
jeho fungovani a vzniku. Je také prilezitosti pro |ékare bojujici s chorobami
zaloZzenymi na genetice. Jak vSak takové cteni skutecné probiha?

eni tomu tak ddvno, co jste
N mohli sledovat zpravy o velkém

pralomu v biologii, totiz zpravy
o precteni lidského genomu. Od té
chvile uteklo sotva patndct let, a pfesto
tato udélost jako by pouze symbolicky
nastartovala néco mnohem vétsiho,
strhla doslova lavinu projek, jejichz
cilem je zmapovat rozdily a podobnosti
v genomech lidi. Pouhé ambice védci
a vyzkumnika by vak nestadily, pokud
by jim v provedeni zdsadné nepomohl
technologicky pokrok, zlep$eni vypo-
¢etnich kapacit pocitact a s nim ruku
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v ruce i rostouci vykon sekvenaénich
technologii.

Cteni DNA

V druhé poloviné 70. let byly témér
soucasné publikovdny dvé metody,
které umoznovaly sckvenovat molekulu
DNA — tedy stanovit pofadi nukleo-
tiddl, éryt pismen genetické abecedy,
kterd tvofi na§ genom. Pivodné popu-
ldrnéjsi, Maxam-Gilbertova metoda,
vyuzivala radioaktivné znaceny fosfor,
ktery pfiddvala k nihodné roz§tipanym
kousktim studované DNA. Pokud byly

tyto fragmenty sefazeny podle délky
v elektroforetickém gelu, bylo pak moz-
né odeditat sekvenci DNA.

Druhou metodou bylo Sangerovo
sekvenovani a na rozdil od Maxam-Gil-
bertova postupu je v automatizovanych
piistrojich pouZivina dodnes. Jeji prin-
cip se li$f v tom, #e studovand molekula
DNA neni fragmentovdna, ale naopak
prepisovdna specidlnim enzymem
DNA polymerdzou. Do reakéni smési
jsou kromé ¢ryf béznych nukleotida
adeninu, thyminu, cytosinu a guaninu
ptiddny jejich analogy (oznacené fluo-
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roforem, tedy svitici molekulou), které
ukon¢i vznikajici fetézec. Nakonec jsou
tyto fragmenty opét rozdéleny na gelu,
takZe se dd postupné predist sekvence
podle ¢ryfbarevného diagramu.

Drahy konicek

Metody prvni generace byly sice
revolu¢ni na svou dobu, jejich spole¢-
nym nedostatkem ovéem byla ¢asovd
ndro¢nost a moznost sekvenovar pouze
jednu konkréen{ sekvenci v jedné re-
akci. Predstavte si lidsky genom, ktery

B Ve chvi

Roku 2003 byl ukonéen projekte
ctent lidského genomu, velkolepé
dilo financované americkym Nérod-
nim zdravotnickym institutem. Jeho
dokoncenl trvalo bezmila deset let
a k jeho uskute¢néni bylo potieba
doslova naplnit tovdrn{ haly Sangerovy-
mi kapildrnimi sekvendtory. Vysledkem
tohoto usili bylo publikovani tf{ miliard
béz{ lidského genomu a identifikace

22 tisic gent, které se na ném nachdzeji.

Celkové ndklady tohoto projektu jsou
odhadoviny na 3 miliardy USD.

I, kdy velka sekvenacni

centra presla na technologii NGS,
zacala cena precteni genomu klesat

obsahuje celkem 3 miliardy nukleovych
bdzi. Sekvena¢nimi metodami prvni
generace jste schopni pfedist piiblizné
tisic bdzi béhem jedné reakce, stle
byste tedy potiebovali 3 miliony reakci,
jen abyste pfecetli cely genom. Na to,
aby bylo mo7né jednotlivé tseky sklddat
dohromady, je viak zdroven potieba,
aby se &dsteéné prekryvaly.

dvousroubovice DNA

jedna smycka spirdly 3,4 nm

M Adenin
Thymin
Guanin .
Cytosin 48

Nové, rychle, efektivné
Zatim co se tento obf{ projekr blizil
svému dokonéent, v zdkulis{ se chystala
technologickd revoluce, krerd vyzkum
DNA od zdkladi zménila. Ptistroje
nové generace, oznacované jako NGS
(Next Generation Sequencing, sekveno-
vani nové generace), zalaly vyuZivat
digitdlni zpracovdn{ obrazu a naplno
se opfely o rostouci vykon vypocetni
techniky. Nejdilezitéjsi soucdsti této
novinky je ale masivn{ paralelizace
sekvenacnich reakci.

Pomoci metod prvni generace $lo
analyzovat vzdy jen jeden pfesné defi-

sekvenovani DNA

Diky vysoké citlivosti mohou metody
NGS pomahat i budoucim maminkam.
V nedavnych letech bylo vyvinuto
neinvazivni prenatalni testovani, které
umoznuje vysetfit plod v rannych fazich
téhotenstvi - zpravidla jesté
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novany fragment DNA v kaZdé reakci.
Pokud byste se jich pokouseli ¢ist vic
nardz, dostdvali byste pro kazdou pozici
ve vldkné spojenou informaci o dvou
nukleotidech, bez jakékoliv moZnosti
rozlisit, ze kterého vldkna pochdzi.

Lze si to predstavit asi tak, jako byste
poslouchali dvé pisni¢ky najednou

a snazili se pfitom odligit, ktery tén je

z kreré skladby.

Sekvenovani umoziiuje védci stanovit pofadi nukleotidd ve fragmentu DNA, ktery
zkouma; vznikla sekvence predstavuje informace zakddované v genomu
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sekvenovani DNA

Skok vpred

Kdyby bylo mozné jednotlivé mo-
lekuly v reakci ptimét k tomu, aby
zaujaly pfesné dané misto a sefadily

se jako vojdci na cvicisti, pak by je slo
pozorovat mikroskopem a sekvenovat
pékné viechny vedle sebe. Presné takové
uvazovini védce dovedlo k tomu, Ze se
podafilo ukotvit a sekvenovat najednou
miliony rozdilnych sekvenci pfi jednom
spusténi pristroje.

Ptechod na novou technologii zpt-
sobil skute¢ny prevrat ve chvili, kdy cena
za sekvenovdni zacala dramaticky klesat.
Od dokonéent projektu ¢teni lidské¢ho

genomu klesla cena za genom stotisic-

1 Roku 2003 byl
ukoncen projekt
cteni lidskeho
genomu, jenZ od
zakladl zmenil
vyzkum DNA

krdt. Hranice jednoho lidského genomu
precteného za 1000 dolarti byla pokofena
v roce 2015 sestavou sekvendtort Hiseq
X Ten od firmy lllumina. Tato spole¢-
nost dnes také zaujimd zcela dominantni
postaveni na sekvena¢nim trhu.

Mnoho tvari sekvenovani noveé generace

Cilené resekvenovani - jeden gen ¢i sou-
bor gen(, které spojujeme se vznikem

¢i priibéhem urcitého onemocnéni, lze
sekvenovat s vysokou citlivosti a relativ-
né levné. Pomoci takového screeningu

je mozne zmapovat genetické pozadi
konkrétniho pacienta ¢i stanovit riziko
vzniku onemocnéni.

Celogenomové sekvenovani — touto
metodou se vedci snazi precist a poskla-
dat celé tii miliardy nukleotidd, které
tvofi genetickou informaci cloveka.

V sougasnosti je tato metoda vhodna
pro vytvareni referencnich databaz, pro
diagnostiku jednatlivce je v&tSinou jesté
prilis nakladna. S dale klesajici cenou za
sekvenovani se nejspis stane dominantni
metodou.
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Z dfive ponékud ndro¢né a drahé
metody se dnes stdvi jeden z hlavnich
tahount1 genetického vyzkumu. NGS
umoznuje skvéle pozndvat a popiso-
vat Zivy svét kolem nds — japonska
encyklopedie genoma KEGG uvidi
k dne$nimu dni téméf 5000 kompletné
popsanych genomt bakterif a 442 ge-
nomil vy$sich organism, véetné savci
a hospoddisky vyznamnych rostlin. Na
vyznamu také dramaticky nabyva obor
personalizované mediciny.
Personalizovand medicina popisuje
piistup, kdy se lékafi snaii pfizpa-
sobit 1é¢bu na miru pacientovi, jeho
genetické vybavé a konkrétni podobé
jeho onemocnéni. Jiz diive byla zndma
dédi¢nd onemocnéni, za kterd zpra-
vidla mohla néjakd porucha
v dédi¢né vybavé nasich
bunék. Piikladem mize
byt napiiklad hemofilie ¢i

Likvidni biopsie -
neinvazivni vysetreni,
pri kterém se v krevnim
odbeéru lékari snazi
identifikovat dlomky
DNA pochazejici bud

z plodu u téhotné
matky, pripadné DNA
nadorovych bunék, pokud se

jedna o onkologickeho pacienta. Vyhoda
je predevsim v Setrnosti tohoto postupu
a vysoke citlivosti.

RNA sekvenovani - Touto metodou |ze
pretist ribonukleovou kyselinu, ktera

se prepisuje z DNA a slouzi jako navod
pro syntézu proteind a enzymu. Metoda
je pouZivana hlavné ve vyzkumu, kde
umoznuje zjistit, které geny jsou vyu-

Céstka, kterou stoji pretteni jednoho
lidského genomu, od roku 2003 strmé
klesla. Spolu s pokrokem v technologiich
sekvenovani tak umoziiuje Sirsi vyuZiti
poznani DNA, at uZ na poli védy nebo
mediciny

cystickd fibréza. Postupné ale védci
zjiStuji, Ze zména genetické vybavy
nemus{ vZdy ptimo zpiisobit onemoc-
néni, pouze zna¢né navysit riziko, ze
k nému dojde.

Soucast prevence i lechy

Z tohoto divodu se dnes zavddi napii-
klad vysetieni gentt BRCA1/2, jehoz
poskozeni znaéné zvysuje riziko rakovi-

W s

ny prsu a vaje¢nika. Jesté slozitéjsi je si-

Sekvenatory slouzi k automatizo-
vanému sekvenovani vzorku DNA. Po-
krocilejsi pristroje zvladaji praci s vice
vzorky naraz véetné jejich spojovani
do celkového obrazu a tim vyrazné
urychluji ¢teni genomu

zivany ve kterych organech a tkanich.
V lékarske diagnostice se vyuZziva spis
okrajové, jako doplnkova metoda. %



MinlON je Sikovna
mala krabicka, kterou
je mozné pfipojit pies
USB port k pocitaci

Sekvenator MinlON firmy Oxford
Napore je tak maly, Ze jej bylo roku
2016 moZné vynést na obéznou drahu
a sekvenovat DNA ve stavu beztize

tuace u leukemickych onemocnéni, kdy
deélici se rakovinné buriky doslova sbiraji
dalsi a dal§{ zmény DNA. Onemocnén{
je potom velice riiznorodé a 1é¢ba mize
zasdhnout jen &ist vadnych bunék a jind
¢ast na ni nemusf vitbec reagovat. Maji-
-li v§ak moznost ditkladné prostudovat
genetické pozadi takového onemocnén,
mohou onkologové spolehlivéji vybrat
pravé takovou lécbu, kterd je cilend na
konkrétni variantu nemoci, a tfm nejlé-
pe pomoci v 1éché.

Velkou pomoci jsou v personali-
zované mediciné vznikajici databdze
svétovych i ndrodnich genomu. Tady
uZ se samoziejmé nejednd o sekvenci
pouhého jednoho genomu, ale naopak
o co nejvetdi pocet. Existuje proto
databdze 1000 genomes, mapujici va-
rianty z celého svéta, &i vznikajici
100K UK genomes, tedy sto tisic geno-
m britskych. V takovychto databi-
zich jsou zahrnuti nejenom zdravi
jedinci, ale také lidé trpici nékterou

formou rakoviny &i néjakym vzécnym
dédi¢nym onemocnénim. Pfi srov-
ndvani s takovouto databdzi se maize
klinicky genetik sndze dobrat spravné
diagndzy ¢i piizpisobit odpovidajicim
zptsobem 1é¢bu.

K cemu je to dobré?

Vyuziti metod NGS samozfejmé nen{
omezeno jen na diagnostiku onemoc-
néni, své sluzby nabizi také v t¢hoten-
ském screeningu, kde umoznuje velice

Velice populdrni jsou také genealogické
studie, providdéné taktéz na objednivku
komer¢né. Vyzkumnici se v jejich rdmci
podivaji na zoubek vasemu rodokmenu
a pomoci variant DNA vystopuji va$
pivod na Zemi.

Moiznosti soucasné technologie
NGS jeste zdaleka nejsou vycerpdny, ale
na dvete uz klepou nové technologické
platformy, které jsou povétiinou zaloze-
ny na elektrické detekei DNA pfi jejim
prichodu polovodi¢ovou membrénou.

B Pomoci metod prvni generace $lo
analyzovat vzdy jen jeden pfesné
definovany fragment DNA

pfesné vysetfit plod prostfednictvim
odbéru krve matce (jedn4 se tedy

o vySetfeni, jez nezasihne plod). Dalgf
smér vyzkumu se dnes zabyvd takzva-
nym mikrobiomem, tedy studuje, jaké
miliony ptdtelskych bakterii obyvaji
lidské utroby. Takovato vysetieni by
mobhla jednou pomdhat upravovat
zazivani i fedit problémy s obezitou.

Takovéto pfistroje maji vyhodu, ze
mohou vynechat celou slozitou optiku,
jsou tedy malé a pfenosné, s daldim
velkym potencidlem pro riist vykonu

a snizovani ceny. Je tedy nasnadé, Ze se
na poli sekvenovini DNA v budouc-
nosti lidstvo dockd dal$tho bouflivého
vyvoje a s nim i ptichodu novych, nejen
lékaiskych vyuzitl. %
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