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SOUHRN

Sekvenovdni nové generace, nazyvané také masivné paralelni sekvenovani (MPS), je v sou¢asnosti nejrychleiji se rozvijejici metodou
molekulérni genetiky, které prinese zlom v oblasti personalizované mediciny. V tomto prehledu struéné popisujeme hlavni typy MPS,
kterymi jsou celogenomovd a exomové sekvenace, sekvenace transkriptomu a amplikonové sekvenovéni. Déle je uveden souhrn vyhod,
nevyhod a moznych aplikaci technologii nabizenych v sou¢asnosti v Ceské republice.
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Next-generation sequencing

SUMMARY

Next generation or massive parallel sequencing (MPS) is a rapidly advancing method in molecular genetics that will bring significant
changes in the personalized medicine field. In this review we briefly describe major types of MPS, including whole-genome, -exome, -
transcriptome and amplicon sequencing. We also present an overview of the advantages, drawbacks and possible applications of se-

quencing technologies available in the Czech Republic.
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Sekvenovani nové generace, nazyvané také masivné paralelni se-
kvenovani (MPS), je nejmodern&jsi a nejrychleji se rozvijejici metodou
molekulérni genetiky, které zpisobi zdsadni zlom ve vyzkumu pato-
logickych stavi a pFedevsim v oblasti tzv. personalizované mediciny.
Pomoci stéle vykonné&isich pfistroj0 je MPS schopno v jediném vy3et-
Feni generovat az stovky miliond roznych nukleotidovych sekvenci (v
angli¢tiné tzv. ,reads”). Néklady na MPS velmi rychle klesaii; t&zko by
nékdo jesté pred nékolika lety cekal, Ze v roce 2012 bude mozno
precist cely genom jedince b&hem n&kolika dnd za cenu mensi nez
10 000 USD. Aplikace metod MPS bude znamenat vedle novych di-
agnostickych moZnosti zérovefi i jistou zménu v nérocich na interpre-
taci vysledkd vysetieni. V laboratorni préci bude treba stdle vice vyu-
Fivat dovednosti z oblasti bicinformatiky s nutnosti alespor zakladni
orientace v principech generovani a analyzy dat, softwarovych apli-
kacich a systému internetovych databdzi. V nésledujicim prehledu
chceme shrnout sou¢asné moznosti MPS s védomim, Ze nabidka a do-
stupnost metod na trhu se neustdle méni a informace rychle ztréceji
svoji aktudlnost. Rychly vyvoj zdroveri znamend neustélenost &eskych
pojmenovdni, proto vzdy uvédime piislusné anglické terminy.

APLIKACE

Vysoky vykon soucasnych sekvendtort |ze pouZit v rozsahlém
spektru aplikaci od pokryti rozséhlé oblasti, napt. celého genomu
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jedince (,,ultrasiroka sekvenace”), po sekvenaci pouze jediné ob-
lasti s vysokym poctem precteni v pripadé tzv. amplikonového se-
kvenovéni (,,ultrahluboké sekvenace”) (tab. 1).

Celogenomova sekvenace (,whole-genome sequencing”, obr.
1A) poskytuje nejkomplexné&jsi obraz o genomu - kromé& gend
i o variacich v nekédujicich oblastech, potenciélnich chromozomaél-
nich translokacich, delecich a amplifikacich (tzv. ,copy number
variants”, CNV). Cilem je pokryt kazdy nukleotid v genomu obvy-
kle 30 — 40x, ¢ast prectenych sekvenci je ale ztracena kvili chy-
bam sekvenace nebo $patnému mapovéni k referenénimu genomu.
Nevyhodou zUstava cena a obrovskd komplexita ziskanych dat.
U solidnich nédor? je sekvenovéni problematictéjsi nez napt.
u vzorkd krve z dovodu nerovnomérné infiltrace vzorku nédorovy-
mi buiikami a &asté diverzity s pFitomnosti vice klonG s roznymi
genomy. Toto Ize &&stecné prekonat zvySenim poctu ¢teni a Gpra-
vou algoritm0 pro analyzu dat (1). P¥itomnost nekrotickych bungk
nebo fixace materidlu rovnéz zpisobuije horsi kvalitu izolované
DNA. Proto je vyhodné pocitat s pripadnou genetickou analyzou
a zajistit izolaci materiélu z Eerstvého vzorku. V jednom lidském
genomu jsou odhadem 3 - 4 miliony zd&dénych variaci a stovky
CNV (2). To znamend, e u nddorového genomu bude vétsina ob-
jevenych variaci zdédénymi polymorfismy a ne ziskanymi muta-
cemi. Kvili tomu je doleZité u vzorkd nadord zérove# sekvenovat
normdlni tkéi pacienta (napf. remisni vzorek krve u leukémii). Po
yodfiltrovéni” zdédénych variant zbyvaji Fédové tisice alteraci, je-
jichz mnozstvi se velmi lisi mezi jednotlivymi typy nédord. Pro ur-
&eni, které mutace jsou klinicky dolezité a které jsou pouze ,ved-
lejsim produktem” néddorové transformace (tzv. ,driver” a ,pas-
senger mutations”), |ze vyuZit porovnéni vétsiho souboru vzorkd od
roznych pacientd nebo databéze, které predikuji efekt zémény ami-
nokyseliny na strukturu a funkci proteinu (napt. SIFT, PolyPhen).

Zjednodugenou variantou je tzv. ,exomové sekvenovani”, obr.
1B. Jako vstupni materidl slouZi také DNA. Diky roznym zpdsobim
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