Martin Kolisko

Moderni metody sekvenovani DNA

Terminu sekvenovani DNA, které se také oznacuje jako sekvenace nebo nékdy
sekvencovani DNA, odpovida asi nejlépe ceské ¢teni DNA. Pomoci této metody
urcujeme poradi nukleotidi v molekule deoxyribonukleové kyseliny. Pro sekve-
novani DNA, které patfi v soucasnosti mezi nejrozsirenéjsi zpasoby analyzo-
vani biologického materialu, bylo vyvinuto pomérné velké mnozstvi riznych
metod a technik. Pouzivané moderni technologie pro sekvenovani DNA miize-
me rozdélit na tradi¢ni Sangerovu metodu versus metody sekvenovani tzv. dru-
hé generace. Pravé metody sekvenovani druhé generace zpiisobily do jisté miry
revoluci v moderni biologii, a to jak z pohledu védeckych otazek, na néz lze
hledat odpovédi, tak z pohledu zcela novych technik vyzkumné prace. Nasledu-
jici odstavce shrnuji co nejpristupnéjsi formou informace, jak sekvenovani DNA
funguje i k cemu se dnes muze pouzit. Pro lepsi pochopeni jsou na webové
strance Zivy u ¢lanku uvedeny odkazy na instruktazni videa, ktera cely proces

zobrazuji v animované podobé.

Sangerovo sekvenovani

Informace v molekule DNA je zapséna po-
moci ¢tyf typt nukleotidovych bazi nebo-
li nukleotidt —adeninu, cytozinu, thyminu
a guaninu — pro néz se pouzivaji zkratky
A, C, T, G. Molekula DNA, ktera je prede-
vSim fetézcem téchto nukleotidd, se v buii-
kéch nachazi ve dvoutetézcové formé. Jed-
notliva vlakna DNA jsou podélné spojena
a parovani nukleotidti ma p¥isné pravidlo
oznacované jako komplementarita: adenin
se vZzdy paruje s thyminem, zatimco partne-
rem cytozinu je vzdy guanin. Diky vzajem-
né komplementarité obou fetézcti DNA jsou
organismy schopné pomnozit (zkopirovat) si
vlastni genetickou informaci. Béhem proce-
su zvaného replikace se totiz dvoufetézco-
va DNA rozdéli na dvé jednoducha vlakna
a protein DNA polymeraza vytvoii ke kaz-
dému oddélenému Fetézci (templatu) novy
komplementarni fetézec tak, aby se A po-
kazdé parovalo s T a C vzdy s G. Tento popis
predstavuje samozfejmeé jen velmi zjedno-
dusenou verzi celého procesu, nebot repli-
kace DNA je extrémné slozity proces a sled
reakci obstarava krom& DNA polymerazy
i fada dalsich proteinid. Pro nase potieby
vsak tato zjednodu$end pfedstava postaci.

Naprostéd vétsina technik sekvenovani
DNA se zaklada na metodéch zjistujicich
pofadi postupné pfidavanych nukleoti-
dovych bazi pfi syntéze nového fetézce
DNA, ktery vznika podle stavajici pfedlo-
hy — templétu. Vr. 1977 objevil Frederick
Sanger (1918-2013) se svymi kolegy meto-
du sekvenovani DNA, jeZ umoznila &teni
velmi dlouhych fetézci, a to az 1 000 bazi
na jednu sekvena¢ni reakci. Dnes se me-
todé ik podle jejiho objevitele Sange-
rovo sekvenovani. A Fredericku Sangero-
vi pfinesl tento objev jiz druhou Nobelovu
cenu. Zatadil se tak po bok dalsim dvéma
védcim, Marii Curie-Sktodowské a Johnu
Bardeenovi, kterym se za jejich védecké
objevy podafilo ziskat toto nejvyssi mozné
ocenéni dvakrat.

Sangerova metoda se stala viceméné je-
dinou béZné pouzivanou metodou sekve-
novani na mnoho let. Opakované je pfi ni
syntetizovan novy fetézec DNA podle stej-
ného templatu, avsak p¥i kazdém opako-
vani dochazi k preruseni syntézy nového
fetézce tim, Ze se do néj ndhodné piifadi
modifikovana nukleotidové baze (dideoxy-
nukleotid), kterd nedovoli DNA polyme-
raze pokracovat v syntéze nové vznikaji-
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ciho vlakna. Proces si mtiZzeme pfedstavit
jako postupné fetézeni kostek stavebnice,
kdy nové kostky jsou vybirany z krabice,
ktera kromé& normalnich obsahuje i kost-
ky pozménéné. Ty sice vypadaji stejné jako
béznd soucést stavebnice, a dokonce je 1ze
navazat na kostky v fetézci, ale na né sa-
motné jiz Zadnou dalsi kostku napojit ne-
1ze. Jejich zafazenim se tedy stavba zastavi.
Pfi Sangerové sekvenovani vSak na sobé
kazda modifikovana baze (v nasem piikla-
du kostka, ktera ukonéi postupné fetézeni)
navic nese specifickou fluorescenéni bar-
vu, pomoci niZ poznéme, o jakou bazi jde.
Nahodnym pferusovanim syntézy nové
vznikajictho komplementarniho fetézce
DNA (podle identického templatu) vznika-
ji rizné dlouhé molekuly. Pfi dostate¢ném
poctu opakovani vznikne smés molekul,
které délkou odpovidaji vSem moZnym
pozicim — ve smési nalezneme molekuly
dlouhé 10, 11, 12, 13, 14 aZ 1 000 béazi. Na
konci kazdé takové molekuly se nachéazi
fluorescen¢né oznaceny dideoxynukleotid
(nefunkéni ukoncovaci kostka stavebni-
ce), a protoZe kazdé z téchto ¢tyf modifiko-
vanych pismen ,,DNA abecedy” ma jinou
fluorescen¢ni barvu, snadno pozname,
o ktery nukleotid jde. Na zakladé velikosti
se molekuly DNA (zakon¢ené dideoxynuk-
leotidem) sefadi od nejkratsi po nejdelsi

1 Graf ukazujici rozdily v délce jednot-
livych sekvenci a poctu sekvenovanych
bazi pro metody sekvenovani druhé

a tfeti generace. Pro dnes nejpouzivanéjsi
metody Illumina a Ton Torrent (bliZe

v textu) ukazuje graf nékolik riznych verzi
danych technologii. Je dtleZité zminit,
Ze jak Illumina MiSeq, tak Ion Torrent
PGM zastupuji tzv. stolni sekvenatory,
nebot jsou pomérné levné (stoji fadové
nékolik miliond K¢) a lze je pouZivat

i v rdmci jediné laboratore. Ostatni
sekvenacni ptistroje se pouzivaji prede-
v8im v rdmci vétsich sekvenacnich center.
Orig. M. Kolisko, upraveno podle
https://flxlexblog.wordpress.com/2014/
06/11/developments-in-next-generation-
-sequencing-june-2014-edition/

2 Sbirani jednotlivych bunék. Izolace
jediné buiiky druhu Pseudotrichonym-
pha sp., coZ je doposud nekultivovatelny
prvok zijici v travicim traktu termitt —
sbér jednotlivych bungk tedy predstavuje
jedinou moznost, jak ziskat sekvencni
data z tohoto organismu. Buiika je
,hasata®“ do sklenéné mikropipety

a pfenesena napt. do mikrozkumavky.
Foto P. J. Keeling
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a nasledné se s vyuzitim jejich odlisného
fluorescencéniho znaceni piecte vysledna
sekvence, tedy pofadi bazi.

Mezi hlavni vyhody Sangerova sekve-
novani patfi znacné délka ¢tenych dseki
DNA, které se daji sekvenovat jedinou re-
akci, a také vysoka pfesnost ¢teni, pii které
vznika jen minimum chyb ($patné precte-
nych pismen).

Hlavni metodické tskali této techniky
spociva v tom, Ze v ramci celého proce-
su dochézi k sekvenovani pouze jednoho
useku DNA (na rozdil od metod druhé
generace — viz déle). Dals$i nevyhodou je
pomérné vysoké cena a nizka rychlost, coz
se projevi zejména v situaci, kdy je potfe-
ba zjistit sekvenci velkého mnoZstvi DNA
(napf. celého genomu nebo malého mnoz-
stvi gend, ale u velkého poctu riznych
organismi).

Metody druhé generace

Sangerovo sekvenovéni se béZné pouziva
dodnes, ale v poslednim desetileti se ob-
jevily nové sekvenacéni metody tzv. druhé
generace (Next Generation Sequencing,
NGS). Vétsina téchto postupti opét vyuzi-
va syntézu DNA podle templatu, ale na
rozdil od Sangerovy metody jsou schopny
detekovat pfiddvani bazi jednu po druhé
a zaroveri sekvenovat tisice az miliony roz-
dilnych molekul DNA najednou.

Jejich hlavni nevyhodou oproti Sangero-
vu sekvenovani je kratka maximalni délka
vyslednych sekvenci, ktera se dnes obvyk-
le pohybuje zhruba od 100 aZ po 500 bazi
(Sangerova metoda nabizi az 1 000 bazi).
Nevyhodu pfedstavuje i mensi pifesnost
a Castéjsi chyby pii ¢teni DNA.

U vSech téchto metod je DNA nejdiive
nastfihdna“ na relativné kratké ¢asti a na
jejich konce je pfilepen adaptér — velmi
kratka molekula DNA o pfesné dané sek-
venci. Slouzi k ndslednému navazani (p¥i-
chyceni) sekvenovaného iseku DNA na
pevny povrch. Takto upravené DNA se fika
sekvenac¢ni knihovna. Po uchyceni DNA
pomoci adaptéru na povrchu, na kterém
bude dochazet k sekvenaci, je kazdy feté-
zec DNA namnozen, ¢imz vznikne skupi-
na neboli klastr identickych molekul DNA
koncentrovanych v jednom misté& (sekven-
ce adaptéru je komplementarni ke krat-
kym fetézctim DNA uchycenym na sekve-
na¢nim povrchu). Tato koncentrace posili
vysledny signal (viz dale), coz umozni jeho
zachyceni kamerou, nebot signal z pouhé
jedné molekuly DNA by nebyl dostate¢né
silny.

® 454 sekvenovani a Ion Torrent

Prvn{ prakticky pouZitelnou a komerc¢né
tspésnou metodou sekvenovéani druhé ge-
nerace bylo tzv. 454 sekvenovani. Objevil
ho Jonathan Rothberg a publikoval v r. 2005,
v dobég, kdy byl na rodi¢ovské dovolené.
Nasledné uvedeni metody do praxe pred-
stavovalo obrovsky védecky i komercéni
tspéch. Nejmodernéjsi verze dokéze ana-
lyzovat vice nez milion molekul DNA na-
jednou a délka kazdé jednotlivé sekvence
se pohybuje okolo 700 az 1 000 bazi (1 000
se uvadi jako maximum). BEhem 454 sek-
venovani je molekula DNA nejdfive pfi-
chycena na malou ,.kulicku®, na jejimz po-
vrchu se postupné namnozi, az kulicku
zcela pokryji identické molekuly DNA.
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Kuli¢ka i s DNA je nésledné vloZena do
jedné z miliond komtrek desticky, kde
probiha sekvenacni reakce na principu
pyrosekvenovani. Pyrosekvenovani se za-
klada na skutec¢nosti, Ze béhem vloZeni
kazdé nové baze do rostouciho fetézce
DNA se uvolni molekula zvana pyrofosfat
(proto pyrosekvenovéni). Uvolnény pyro-
fosfat se posléze stane soucasti nékolika
na sebe navazujicich enzymatickych reak-
ci, na jejichz konci ¢eké enzym luciferaza
(nazvat enzym po pénu pekel je pro humor
molekuldrnich biologti dost pfiznacéné).
Ten vyda svételny zablesk, jenz lze za-
chytit vysoce citlivou kamerou. P¥i 454 sek-
venovani je v ur¢itém momenté p¥idan do
reakéni smési vzdy pouze jeden typ béaze
a v okamziku, kdy je tato baze vlozena do
rostouciho fetézce DNA, dojde pfes uvol-
nény pyrofosfat a luciferazu ke svételnému
zablesku. Pokud je do rostouctho Fetézce
DNA zatazeno nékolik stejnych bazi za se-
bou, napt. kdyz DNA molekula templatu
obsahuje sekvenci AAA a je tedy pfiddno
trikrat T, vyzaii se t¥ikrat vice svétla nez
v piipadé pfifazeni jednoho T. Kamera
snimé celou desticku a podle toho, ktera
komtirka se rozsviti, pozna, kde probéhlo
pridani baze, a podle intenzity svétla ko-
lik bazi bylo pfidano najednou (viz obr. 3).
Ctyti typy nukleotidd jsou do smési prida-
vany jeden po druhém a mezi jednotlivymi
kroky dochézi k odstranéni piebyteénych
nukleotidt. Tim se zajisti, Ze v reakéni
smési je vZdy pfitomen jediny typ nuk-
leotidu. Pocita¢ nésledné analyzuje za-
znam a podle svételnych signédlt z kazdé
komirky vytvoii vysledné sekvence odpo-
vidajici templatu DNA v jednotlivych
komtrkach.

Na podobném principu jako pyrosekve-
novanf stoji i sekvenovani metodou Ion
Torrent. Ion Torrent viak neméii mnozstvi
uvolnéného pyrofosfatu po pfipojeni nové
baze do DNA fetézce pomoci luciferazy,
ale pH v reakéni smési. Opét podle inten-
zity zmény pH lze poznat, kolik bazi bylo
pfitazeno (pH roztoku se méni s kazdou
pfidanou bazi o 0,02 jednotky). Praveé pro-
to, Ze jak 454, tak Ion Torrent sekvenovani
spoléhaji na silu signalu k zjisténi informa-
ce, kolik bazi bylo pfiddno najednou, maji
obé tyto metody problém se ¢tenim delsich

homopolymernich fetézct sloZenych z je-
diného typu nukleotidd, napt. sekvence
AAAAAAAAAA.V takovém piipadé viak
ani jedna z metod nebude schopna pfesné
rozliit, zda bylo pfidano 9, 10 ¢i 11 adeni-
rent sekvenovani je pravé chybéjici baze,
nebo naopak béaze navic (¢etnost chyb
u obou p¥istupt se uvadi kolem 1 %).

o Illumina

V soucasnosti nejpouzivanéjsi metodou
sekvenovani je komercné velice ispésna
technologie od spole¢nosti lllumina. Dnes
stoji na prvnim misté v po¢tu najednou
sekvenovanych bazi (az 900 miliard). Ne-
vyhoda spoc¢iva v ponékud kratsich sek-
vencich pohybujicich se pouze kolem stov-
ky bazi. P¥i sekvenovani metodou Illumina
jsou pomoci adaptéri jednotlivé nastiiha-
né molekuly DNA pfichyceny na malou
desti¢ku. Kazda molekula DNA se pak opa-
kované namnoZi, aZ na desti¢ce vznikne
mozaika miliond klastrt, pti¢emz kazdou
skupinu tvofi vzajemné identické mole-
kuly. Vlastni sekvena¢ni proces pak vyuzi-
va podobného mechanismu jako Sange-
rovo sekvenovani, kdy jsou do rostouctho
fetézce zafazeny baze s navazanou fluo-
rescencni barvou (kazdé pismeno mad speci-
fickou barvu), které syntézu zastavi. Opro-
ti Sangerovu sekvenovani je tato blokace
syntézy vratna. Po pfecteni nové piidané
baze vysoce citlivou kamerou dojde k en-
zymatickému odstranéni jak fluorescen-
¢niho znaceni, tak blokujici ¢asti moleku-
ly a maZe probéhnout dalsi kolo reakce,
tedy pridani dalsi baze. Kamera v kazdém
jednotlivém kole syntézy fetézce DNA sni-
ma signal z celé desticky a podle rozdilné
fluorescence pozna, jaké pismeno bylo pii-
dédno u kazdé z miliont skupin. Pocitac
pak opét analyzuje zdznam krok po kroku
a podle toho, jak se méni fluorescencni
signal v ramci kazdé skupiny (skladajici
se z identickych molekul DNA), zrekon-
struuje pfesnou sekvenci molekul DNA
v piisludné skuping. lllumina mé velmi vy-
sokou pfesnost ¢tenf DNA (uvadi se mezi
99 az 99,9 %). Nejcastéjsi chybou je Spat-
né pfectend baze, zdména jednoho nuk-
leotidu, napt. jako kdyz v textu omylem
precteme jiné pismeno.

Orig. Vladimir Ren¢in
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Tab. 1

Shrnuti parametrti diskutovanych sekvenacénich technik.

Data pfevzata z publikace S. Goodwina a kol. (2016)

Technologie | Délka Pocet sekvenci | Poget sekvenovanych | Pfesnost

sekvenci (v milionech) bazi (v milionech) Gteni
454 400-1000 1 az 700 99 %
Ton Torrent 200—400 0,4-80 az 1500 99 %
Illumina 36—-300 12-4000 az 900 000 99,9 %
SOLiD 50-75 700-1400 az 320 000 99,9 %
PacBio 20 000 0,055 az 1000 87 %
Nanopore az 200 000 0,1 az 1500 88 %
Sangerova ~ 1000 sekvenace jedné 0,001 99,9 %
metoda molekuly DNA

e SOLiD sekvenovani

Jako posledni metodu sekvenovani druhé
generace uvedeme SOLiD sekvenovani
(Sequencing by Oligonucleotide Ligation
and Detection), kterd je dnes relativné vzac-
né pouzivanou metodou. Tato technologie
narozdil od viech pfedchozich nespoléha
na enzym DNA polymerazu, nybrz na en-
zym zvany ligdza, kterd umi p¥ipojit ¢ésti
jednofetézcovych molekul DNA k stévaji-
cimu Fetézci DNA. Zjednodusené lze fici,
ze pfi SOLiD sekvenovani se k templéatu
pridaji kousky DNA, tzv. sondy, které za-
¢inaji vSemi moznymi dvojkombinacemi
¢tyt zakladnich nukleotidti, tedy 16 rtz-
nych sond. Kazda sonda také nese jednu ze
¢tyt fluorescenc¢nich znaceni, coZ zname-
né, Ze ¢tyti razné dvojkombinace nukleo-
tidd jsou oznaceny stejnou fluorescencni
znackou. V kazdém kroku pak enzym liga-
za pifipoji k rostoucimu novému fetézci
sondu nesouci dvojkombinaci nukleoti-
dt odpovidajici templatové DNA a snimac
precte jeji fluorescencni znaceni, které je
poté odstranéno a mize se pFipojit dalsi
sonda. Aby doslo k pfecteni kompletni sek-
vence, je jedna templatova molekula ¢tena
opakovang, ale ,zacatek” ¢teni se vzdy
posune o jeden nukleotid, a kazd4 baze je
tak pfectena nékolikrat. Z kombinace zna-
losti sekvence adaptéru, kterym sekveno-
vana DNA zac¢ind, a vysledného signalu
¢tyt fluorescenc¢nich barev, jak jdou po
sobé v jednotlivych &tenich, 1ze odvodit
vyslednou DNA sekvenci. SOLiD sekveno-
van{ ma podobny vystup jako Illumina
a produkuje rovnéz kratké sekvence (maxi-
mélné 100 béazi). SOLiD ma problémy se
¢tenim palindromatickych usekt (sekven-
ci shodnych u obou komplementarnich re-
tézcl), jez mohou vytvaret smycku v tem-
platové DNA, které je pak nepfistupnd pro
nasednut{ sondy.

Metody treti generace
Je dtilezité zminit, Ze v poslednich nékoli-
ka letech se zacaly vyuZzivat i metody sekve-
novani tfeti generace. Na rozdil od metod
druhé generace (454 nebo Illumina) neni
DNA templét pfed sekvenovdnim nijak
namnozen, a tak dochazi ke ¢teni signalu
z jediné (pivodni) molekuly. Zatim jsou
komerc¢né dostupné dva typy sekvenovani
tfeti generace, avsak vzhledem k technic-
kym omezenim se jesté neuplatiiuji v ma-
sovém méfitku. Je v8ak vysoce pravdépo-
dobné, ze v ptistich nékolika letech budou
patfit mezi naprosto standardni techniky.
Spole¢nost Pacific Biosciences jiz uved-
la prvni komeréné tspésnou metodu tfeti
generace (PacBio), ktera k detekci vysledné
sekvence také vyuziva fluorescen¢né zna-
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¢ené nukleotidy. Novinkou je vysoka citli-
vost, jeZ umoziiuje v readlném Case zazna-
mendvat zafazeni byt jediného nukleotidu
do (jediného) fetézce DNA.

Druha metoda byla uvedena spole¢nos-
ti Oxford Nanopore. Zde je jednotetézco-
va molekula DNA protahovana mikrosko-
pickym pérem na syntetické membrané.
Protoze kazda DNA baze ma trochu jiny
tvar, dochazi p¥i protahovani k odlisnému
,ucpani“ péru a citlivé snimace piistroje
dokéazou zjistit, jak vyrazné je pdér v danou
chvili ,,zaplnén®, a tedy jaka baze v dany
okamzik membranou prochazi.

Obé metody sekvenovani tfeti generace
jsou schopné precist 10 i vice tisic bazi
v ramci jedné analyzované molekuly DNA
a produkuji tak velmi dlouhé sekvence,
coz je vyhodné zejména pro sekvenovani
genomt (souboru veskeré genetické infor-
mace organismu zapsané v DNA). Na dru-
hou stranu maji ale obé metody vysokou
frekvenci chyb, v soucasnosti se pohybu-
je okolo 10 az 15 %. Vyznamnou pfednosti
sekvenatort Oxford Nanopore je velikost.
Jde o maly kapesni piistroj, ktery se pies
USB da pfipojit k notebooku a nabizi tak
piiru¢ni vyuziti kdekoli na svété. Konkrét-
nim piikladem jeho pouziti bylo sekveno-
vani viru Ebola p¥imo v terénu béhem epi-
demie krvacivé horecky zptisobené timto
virem v zdpadni Africe v r. 2015.

Vyuziti metod sekvenace druhé generace
e Genomika a transkriptomika

Nové sekvenacni technologie do jisté miry
zménily tvaf moderni biologie, a to nejen
diky mnozstvi dat, které 1ze relativné lev-
né ziskat v fddu hodin az nékolika malo
dnti. Vyznamnou roli sehréla i jejich cena,
ktera se mnohonésobné snizila praveé diky
¢teni milionu molekul DNA najednou.
V soucasnosti je mozné pomérné snadno
sekvenovat celé genomy organismi, a to
v ramci jediné laboratote, namisto konsor-
cii desitek a stovek pracovist, jak tomu
bylo v minulosti (viz nap¥. Ziva 2016, 5:
203-206). Sekvenovani genom? se tak do-
tkalo obrovského rozmachu, napft. fylo-
genetika (fylogeneze zaloZena na analyze
jednoho nebo nékolika genti) se postupné
méni na fylogenomiku (fylogenezi zaloZe-
nou na analyze celych genomti, viz napt.
Ziva 2016, 4: 175—178). Jen pro zajimavost
1ze uvést, ze sekvenovani lidského geno-
mu pomoci tradi¢ni Sangerovy metody
stalo nékolik miliard dolart, trvalo zhruba
10 let a spolupracovala na ném cela pleja-
da laboratofi a védct. Dnes bychom za po-
dobny projekt zaplatili ,,pouze* desitky tisic
dolarii a znamenal by praci nékolika sikov-
nych vyzkumnika. Diky tomu jiZ mtizeme

pomérné snadno sekvenovat kompletni
genom z viceméneé jakéhokoli organismu,
znéhoz jsme schopni ziskat dostatek DNA.
Nejvétsi prekdzkou sekvenovani genomu
se stal proces pocitatového skladéni vy-
slednych sekvenci genomt. Nevyhoda vét-
$iny sekvenacnich technologii, jako je 454
nebo nejcastéji pouzivana Illumina, spoci-
va v produkci sekvenci dlouhych pouze
nékolik stovek bazi. Tim vznik4 obtiZzné
feSitelny problém, jak tyto kratké tseky
spravné poskladat do kompletni sekven-
ce genomu. Jde vlastné o neuvéfitelné slo-
7ity puzzle s miliony dilkt a s nejasnym
vyslednym obrazkem postradajicim jaké-
koli navodné hrany ¢i linie. Proto se vkla-
daji velké nadéje do uplatnéni metod tfeti
generace, které naopak dokazou precist
velice dlouhé tseky DNA, a tim zna¢né
usnadnit vysledné skladani sekvenci do
celkovych genomu. V pfirovnani k puzzle
si miiZeme pfedstavit sklddanku pro men-
81 déti s vyrazné vétsimi dilky, z nichz se
mnohem snéze slozi obrézek. Oba principy
1ze pochopitelné rizné kombinovat a vy-
uzivat pfednosti toho kterého postupu.

Dalsi metodou, ktera se dockala rozma-
chu diky sekvenovani druhé generace, je
sekvenovan{ transkriptomt (viz Ziva 2016,
2:61-63 a 3: 104—106). Pri této metodé se
misto kompletniho genomu zjistuje sek-
vence pouze aktivnich gent, tedy gend,
které jsou v burikdch v danou chvili pie-
pisovany do medidtorové RNA (mRNA)
a prekladany do proteinti. P¥i sekvenovani
transkriptomt se nejdiive ziska veskera
mRNA z daného organismu (nebo jen z urci-
té tkans, organu apod.) a pfepise se do DNA
molekuly zvané copy DNA (cDNA). Teprve
tato DNA je nasledné sekvenovéana. Vyho-
da sekvenace transkriptomt oproti celym
genomum spo¢iva v ziskan{ sekvenci genti
bez balastni (nepotfebné) nekédujici céasti
genomové DNA. Nekédujici DNA totiZz ¢as-
to tvofi podstatnou ¢ast genomu organis-
mu a sekvence jednotlivych gent je proto
potfeba v této zaplavé pracné hledat, coz
se ne vzdy spolehlivé dafi.

Pomoci sekvenovani transkriptomi také
muzeme studovat odlisnou expresi (miru
piepisu) jednotlivych gent v zavislosti na
vnéjsich nebo vnitinich podminkach. Zpra-
vidla porovnavame transkriptomy ziska-
né z organismu nachéazejiciho se ve dvou
¢i vice riznych ,stavech” —napf. péstova-
ného pii riznych teplotdch nebo ve zdra-
vém ¢i nemocném stavu apod. Porovnanim
piitomnosti a ¢etnosti sekvenci jednotli-
vych gent lze urdit, které geny jsou v pi¥i-
slugné ,fazi“ aktivnéjsi, a tedy nejspise
zodpovidaji za reakci daného organismu
na tento ,,stav”, tfeba na zménu teploty
nebo onemocnéni.

Dalsi novinkou vzeslou z dilny sekveno-
vani druhé generace je sekvenovani ,,exo-
mu*“. Misto celého genomu nebo v danou
chvili aktivnich genti (transkriptomii) sek-
venujeme pouze kdédujici ¢ast genomu,
tedy geny jako takové, bez intronti (Pozn.:
U vétsiny eukaryotickych organismi se
vétsina gent sklada z exont a intrond.
Exony pfedstavuji kédujici ¢ast genu, za-
timco introny nic nekdéduji, a proto jsou
pred preloZzenim do patfi¢ného genového
produktu vystfiZzeny.). Samoziejmé pie-
dem potfebujeme velmi dobfe znit genom
daného organismu a hranice jednotlivych
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kédujicich ¢asti p¥islusnych genti. Tato
metoda se ¢asto pouziva pii klinickych
studiich nékterych geneticky podminé-
nych chorob. V takovém pfipadé lze po-
rovnat exomy jedinci trpicich poruchou
a jedinci zdravych, a nédsledné tak identi-
fikovat mutace, které jsou pravdépodob-
né zodpoveédné za nastup nemoci. Pravé
cenova dostupnost a vysoka efektivita
metod sekvenovani druhé generace dnes
umoznuje zkoumat a rozpoznat pfi¢iny
fady vzdcnych a d¥{ve malo studovanych
genetickych poruch.

e Environmentalni sekvena¢ni metody
Tyto metody se zaméfuji na sekvenovani
DNA ziskané pfimo z prostfedi (environ-
mentalni vzorky) s cillem dozvédét se napft.
co nejvice o druhovém sloZeni (vybrané
skupiny) organismu ve studovaném eko-
systému. Nové sekvena¢ni metody otevie-
ly dosud zam¢&enou branu, kterd umoziuje
studovat zatim zcela nepfistupné skupiny,
zejména nekultivovatelné mikroorganis-
my. Mikrobidlni jednobunééné organismy
jsou vSudypiitomné a hraji vyznamnou,
¢asto i kliGovou roli ve fungovani ekosys-
tému. Jejich studium vSak mame znacné
ztiZené tim, Ze naprostou vétsinu zatim ne-
umime kultivovat v laboratofich, a tak nam
jejich existence mnohdy zistava utajena.
Sekvenovéani DNA izolované p¥imo z pro-
stfedi tak pfedstavuje jediny mozny p¥i-
stup, jak se o téchto organismech alespon
néco dozvédsét (viz ¢lanek na str. 118-120
tohoto &isla Zivy).

Jednou z nejstandardnéjsich metod en-
vironmentélntho sekvenovéni je tzv. sek-
venovani amplikont. Pracujeme pfi ném
pouze s iisekem DNA a nikoli s veskerou
DNA pfitomnou ve vzorku. DNA se izolu-
je z reprezentativni ¢asti studovaného eko-
systému, napf. ze vzorku vodniho sloupce
nebo zeminy. U takto ziskaného materialu,
jenz obsahuje DNA v3ech organismt na-
chazejicich se ve vybraném vzorku pro-
stfedi, se pak pomoci PCR namnozi urcity
zvoleny tusek (amplifikuje, proto oznaceni
amplikon). Nejcastéji jde o gen pro ribozo-
movou RNA (pro malou ¢i velkou podjed-
notku ribozomu, anglicky SSU — small sub-
unit nebo LSU — large subunit), ktery ma tu
vyhodu, Ze se univerzalné vyskytuje u véech
bunéénych organismti, v rdmci populace
piislusného druhu je identicky, soucasné
se v8ak sekvence genu mezi jednotlivymi
organismy mirné li§{. Timto amplifikac-
nim procesem (PCR) ziskame velké mnoz-
stvi molekul DNA kdédujicich sice pouze
jeden gen (dsek), ale ze v8ech, nebo ales-
poii z naprosté vétSiny organismu pritom-
nych ve vzorku odebraném z p¥irozeného
prostiedi. Kdyz je tento mix molekul jed-
noho genu sekvenovan, analyza ziskanych
sekvenc¢nich dat ukaze druhovou diverzi-
tu studovaného prostiedi (protoze kazdy
druh ma specifickou sekvenci SSU/LSU).
Navic podle poctu kopii genti naleZejicich
druhu lze s ur¢itou davkou nejistoty sta-
novit i pocetnost pfislusného druhu ve stu-
dovaném prostfedi. Jako pfiklad pouziti
téchto metod z posledni doby uvedme stu-
dium mikrobiom (bliZe viz Ziva 2015, 3:
106-107). Mikrobiom je spolecenstvi mi-
krobialnich organismu, pfedevsim bakterii

méj$im piikladem je stfevni mikrofléra
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3 Ilustrace signélu pii 454 sekvenovani.
V,rozsvicenych* komurkéach doslo

k ptidan{ urcité nukleotidové baze

(pti sekvenaci 454 se vzdy pridava
pouze jeden typ baze). Sila signalu urci,
kolik bazi bylo pfiddno najednou.
Neptipojené nukleotidy se posléze
odstrani a sekvenacni proces pokracuje
pfidanim jiného nukleotidu.

Orig. M. Kolisko

riznych zivocicht véetné ¢lovéka. Stu-
dium mikrobiomi se v poslednich letech
rozrostlo do viceméné samostatného védni-
ho oboru a jednou z metod nej¢astéji po-
uzivanych k jejich stanoventi se stala prave
sekvenace amplikond. Vyzkum a srovnani
diverzity mikrobiomi nap¥. ukazuje rozdi-
ly v druhovém sloZeni a pocetnosti jednot-
livych druhti bakterii mezi jedinci zdravy-
mi a trpicimi riznymi zdravotnimi obtiZemi
(od alergif az po rakovinu stfeva). Tato me-
toda mtiZe také napomahat p¥i feSeni spe-
cifickych tloh, jako je tfeba rozliseni jed-
notlivych druhti potravy (kofisti) z obsahu
natraveniny z téla studovaného predétora
(viz Ziva 2017, 1: 32—34).

o Sekvenovani jednotlivych bunék

Environmentalni metody slouzi zejména
k ziskavéani informaci o diverzité organis-
mu ve studovaném ekosystému, at je timto
ekosystémem svétovy ocean, nebo stievo
musky octomilky. Jednim z hlavnich divo-
dt pro pouziti environmentalnich metod
je nemoznost kultivovat naprostou vétsi-
nu mikroorganismu v laboratornich pod-
minkach. OvSem nékdy ndm nestaci znat
pouze sekvenci jednoho genu, ale chceme
se o pfisludném organismu dozvédét vice.
A pravé pro tyto ptipady je uréena meto-
da sekvenovani jediné buiky, ktera je do
jisté miry komplementarni k environmen-
talnimu p¥{stupu. Neni nutné studovany
mikroorganismus kultivovat, sta¢ ho pou-
ze ,,odchytit“ z prostfedi a sekvenovat

(obr. 2). Vzhledem k nepatrnému mnoz-
stvi jakéhokoli materidlu (véetné DNA ¢&i
RNA) izolovaného z jediné buriky je nutné
nukleové kyseliny nejdiive enzymaticky
namnozit, aby se podobné jako v pfedcho-
zich piipadech vytvotily kopie existuji-
cich molekul DNA/RNA. To s sebou bohu-
zel nese riziko, ze nékteré tseky budou
kopirovany ¢astéji nez jiné, coz znamen4,
Ze vysledek bude reprezentovat jenom ¢ast
skute¢ného genomu studované buriky.

Dnes sekvenovani genomu z jednotli-
vych bunék pouzivime pfedevsim pro
bakterie, které maji obecné mensi genomy
(nejéastéji v milionech bazi) a jednodus-
81 strukturu. U eukaryotickych organismu
s komplexnimi a velkymi genomy (v desit-
kéach, stovkach a vice milionech bazi) se
prozatim zda byt, az na nékolik vyjimek,
sekvenovani genomu jednotlivych bunék
aZ tou nejkrajnéj$i moznosti. V poslednich
letech se vsak objevily metody pro sekve-
novani transkriptomt, tedy, jak jsme uved-
li vy3e, pouze aktivnich gent z jednotli-
vych bung&k. Pravé tyto metody se dnes
pouzivaji jak pro studium eukaryotickych
mikroorganismd, tak napt. pro studium
rakoviny, kdy se zkouma, jak se od sebe lisi
buriky v rdmci jednoho nadoru.

Nékolik poznamek na konec

Popsané sekvenacni metody se stile vy-
vijeji a méni, nékteré zanikaji, jiné se na-
opak objevuji. Napf. podpora 454 sekve-
novéni byla ukonc¢ena v r. 2016. Uvedeny
piehled a pfiklady novych sekvenacnich
metod také nejsou vycerpavajici a jsou do
urc¢ité miry ovlivnény zajmy a zkuSenost-
mi autora tohoto ¢lanku. Kromé zminé-
nych metod existuje fada dalsich vyuziti
modernich sekvenac¢nich technologif, kte-
ré nejen obohacuji nase biologické znalos-
ti, ale Gasto maji i zna¢ny vyznam pro kli-
nicky vyzkum.

Piiliv obrovského mnozstvi sekvenénich
dat také ponékud pozménil biologickou
préaci. Neni to tak davno, co vétsina biologti
bud provadeéla laboratorni experimenty,
nebo pracovala v terénu. Diky novym a lev-
néjsim sekvenacnim technologiim zaciné
dnes nékterym oborim dominovat prace
u pocita¢e zaméfena na analyzu téchto
dat. Neni neobvyklé, Ze doktorandsky stu-
dent stravi prvni ptlrok generovanim dat
a posléze nékolik let jejich analyzou. Bio-
informatici, tedy lidé schopni analyzovat
velké soubory sekvenacnich dat, jsou sta-
le zddangjsimi spolupracovniky, a mnozi
terénni nebo experimentalni biologové se
postupné tyto metody doucuji a méni se
v bioinformatiky. Zavedeni sekvenaénich
metod druhé generace od zédkladu zménilo
biologii, jak jsme ji znali v minulych dese-
tiletich, a bude zajimavé pozorovat, jaké
nové metodiky zméni biologii v blizké
budoucnosti.

Na str. 120 tohoto &isla Zivy najdete
barevna schémata ukazujici zakladni
principy t¥f zde popisovanych metod
(Sangerova metoda, 454 sekvenovani
a [llumina).

Pouzitou literaturu a webové adresy
nazornych animaci detailné zobrazujicich
sekvena¢ni metody druhé generace
uvadime na webové strance Zivy.

ziva 3/2017
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