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Sekvenování nové generace, naz˘vané také masivnû paralelní se-
kvenování (MPS), je nejmodernûj‰í a nejrychleji se rozvíjející metodou
molekulární genetiky, která zpÛsobí zásadní zlom ve v˘zkumu pato-
logick˘ch stavÛ a pfiedev‰ím v oblasti tzv. personalizované medicíny.
Pomocí stále v˘konnûj‰ích pfiístrojÛ je MPS schopno v jediném vy‰et-
fiení generovat aÏ stovky milionÛ rÛzn˘ch nukleotidov˘ch sekvencí (v
angliãtinû tzv. „reads“). Náklady na MPS velmi rychle klesají; tûÏko by
nûkdo je‰tû pfied nûkolika lety ãekal, Ïe v roce 2012 bude moÏno
pfieãíst cel˘ genom jedince bûhem nûkolika dnÛ za cenu men‰í neÏ
10 000 USD. Aplikace metod MPS bude znamenat vedle nov˘ch di-
agnostick˘ch moÏností zároveÀ i jistou zmûnu v nárocích na interpre-
taci v˘sledkÛ vy‰etfiení. V laboratorní práci bude tfieba stále více vyu-
Ïívat dovednosti z oblasti bioinformatiky s nutností alespoÀ základní
orientace v principech generování a anal˘zy dat, softwarov˘ch apli-
kacích a systému internetov˘ch databází. V následujícím pfiehledu
chceme shrnout souãasné moÏnosti MPS s vûdomím, Ïe nabídka a do-
stupnost metod na trhu se neustále mûní a informace rychle ztrácejí
svoji aktuálnost. Rychl˘ v˘voj zároveÀ znamená neustálenost ãesk˘ch
pojmenování, proto vÏdy uvádíme pfiíslu‰né anglické termíny. 

APLIKACE

Vysok˘ v˘kon souãasn˘ch sekvenátorÛ lze pouÏít v rozsáhlém
spektru aplikací od pokrytí rozsáhlé oblasti, napfi. celého genomu

jedince („ultra‰iroká sekvenace”), po sekvenaci pouze jediné ob-
lasti s vysok˘m poãtem pfieãtení v pfiípadû tzv. amplikonového se-
kvenování („ultrahluboká sekvenace”) (tab. 1).

Celogenomová sekvenace („whole-genome sequencing“, obr.
1A) poskytuje nejkomplexnûj‰í obraz o genomu – kromû genÛ
i o variacích v nekódujících oblastech, potenciálních chromozomál-
ních translokacích, delecích a amplifikacích (tzv. „copy number
variants“, CNV). Cílem je pokr˘t kaÏd˘ nukleotid v genomu obvy-
kle 30 – 40x, ãást pfieãten˘ch sekvencí je ale ztracena kvÛli chy-
bám sekvenace nebo ‰patnému mapování k referenãnímu genomu.
Nev˘hodou zÛstává cena a obrovská komplexita získan˘ch dat.
U solidních nádorÛ je sekvenování problematiãtûj‰í neÏ napfi.
u vzorkÛ krve z dÛvodu nerovnomûrné infiltrace vzorku nádorov˘-
mi buÀkami a ãasté diverzity s pfiítomností více klonÛ s rÛzn˘mi
genomy. Toto lze ãásteãnû pfiekonat zv˘‰ením poãtu ãtení a úpra-
vou algoritmÛ pro anal˘zu dat (1). Pfiítomnost nekrotick˘ch bunûk
nebo fixace materiálu rovnûÏ zpÛsobuje hor‰í kvalitu izolované
DNA. Proto je v˘hodné poãítat s pfiípadnou genetickou anal˘zou
a zajistit izolaci materiálu z ãerstvého vzorku. V jednom lidském
genomu jsou odhadem 3 – 4 miliony zdûdûn˘ch variací a stovky
CNV (2). To znamená, Ïe u nádorového genomu bude vût‰ina ob-
jeven˘ch variací zdûdûn˘mi polymorfismy a ne získan˘mi muta-
cemi. KvÛli tomu je dÛleÏité u vzorkÛ nádorÛ zároveÀ sekvenovat
normální tkáÀ pacienta (napfi. remisní vzorek krve u leukémií). Po
„odfiltrování“ zdûdûn˘ch variant zb˘vají fiádovû tisíce alterací, je-
jichÏ mnoÏství se velmi li‰í mezi jednotliv˘mi typy nádorÛ. Pro ur-
ãení, které mutace jsou klinicky dÛleÏité a které jsou pouze „ved-
lej‰ím produktem“ nádorové transformace (tzv. „driver“ a „pas-
senger mutations“), lze vyuÏít porovnání vût‰ího souboru vzorkÛ od
rÛzn˘ch pacientÛ nebo databáze, které predikují efekt zámûny ami-
nokyseliny na strukturu a funkci proteinu (napfi. SIFT, PolyPhen).

Zjednodu‰enou variantou je tzv. „exomové sekvenování“, obr.
1B. Jako vstupní materiál slouÏí také DNA. Díky rÛzn˘m zpÛsobÛm
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SOUHRN
Sekvenování nové generace, naz˘vané také masivnû paralelní sekvenování (MPS), je v souãasnosti nejrychleji se rozvíjející metodou
molekulární genetiky, která pfiinese zlom v oblasti personalizované medicíny. V tomto pfiehledu struãnû popisujeme hlavní typy MPS,
kter˘mi jsou celogenomová a exomová sekvenace, sekvenace transkriptomu a amplikonové sekvenování. Dále je uveden souhrn v˘hod,
nev˘hod a moÏn˘ch aplikací technologií nabízen˘ch v souãasnosti v âeské 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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