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ABSTRAKT
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Nazev diplomové prace: Prinos Next Generation Sequencing pro laboratorni diagnostiku

Snaha o precteni lidského genomu ve svém dusledku vedla nejen k ziskani poznatkt 0
lidské genetické informaci, ale také k vyvoji novych sekvenacnich metod a technologii. Pro
udrzeni kroku s rozvojem v oblasti genetiky se na fadé¢ klinickych i vyzkumnych pracovist’ do
bézného provozu zavadeji pfistroje druhé generace na principu masivniho paralelniho
sekvenovani. Na trhu dnes dominuji ¢tyfi platformy — Illumina, Solid, lon Torrent a 454 Life
Technologies. Proces celé sekvenaéni analyzy lze shrnout do t¥i hlavnich krokd — piiprava
sekvenaéni knihovny, sekvenovani a detekce nukleotidi a analyza dat. Kazda cast analyzy
pfindsi v zavislosti na pouzité platformé sva specifika, se kterymi je nutné pocitat a také
uskali, kterym je vhodné se vyhnout ¢i minimalizovat jejich vliv na finalni vysledek analyzy.
V poslednich nékolika letech jsou vyvijeny i nové metody oznacované jako tfeti generace
sekvenovani, které umoziuji ¢teni jediné molekuly nukleové kyseliny bez jeji amplifikace.
NGS technologie dnes umoziuji, aby si kazdé pracovisté zvolilo sviij pfistup k sekvenovani,
piicemz si laboratot zvoli, zda ke svému vyuziti potiebuje data ziskani celogenomovym
sekvenovanim, sekvenovanim exomu, ¢i bude testovat urcitou skupinu genti v tzv. panelu.

V praktické ¢asti prace bylo popsano zavedeni metody sekvenovani nové generace na
klinickém genetickém pracovisti a optimalizace potiebnych krokii. Ve spolupraci
s kardiologickou klinikou FN Motol a IKEM byl vybran zkuSebni soubor 191 pacientd
s diagnozou hereditarni kardiomyopatie pro detekci zarode¢nych mutaci. U 65 z nich byl
pouzit panel TruSight Cardiomyopathy, ktery dokéazal odhalit kauzalni mutaci u 48 pacientd.
U dalSich 126 vzorkli ze 42 rodin byl vySetfen klinicky exom kitem TruSight One, ktery
odhalil kauzalni mutace u 27 rodin. Uginnost NGS metod byla také otestovana na skupiné 8
pacientll z 3 rodin se zdvaznou genetickou zatézi, u nichz byl vySetien cely exom o délce 37

Mb.
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The endeavor to sequence the whole human genome lead not only to the knowledge
acquisition regarding the human genetic information but as well to the development of new
sequencing methods and technologies. In order to keep up with progress in genetic field in
many clinical and research laboratories the new massive parallel sequencing equipment is
being utilized. On the market are currently established four leading platforms — Illumina,
Solid, lon Torrent and 454 Life Technologies. The process of sequencing analysis can be
summarized into three main steps — the sequencing library preparation, sequencing itself,
variant calling and data analysis. Each part of the sequencing analysis exhibits certain
specifics, we need to count with and as well its pitfalls, we need to avoid or to minimalize
their impact on the analysis final result. Recently new methods termed sequencing of the 3rd
generation are being developed, enabling sequence of a single DNA molecule to be
determined without previous amplification. NGS technologies provide those days laboratories
with ability to choose their own preferences in sequencing, where the laboratory can choose
whether it needs data obtained by whole genome sequencing, exome sequencing or whether to

test certain group of genes in so called panel.

In the practical part of this study is described the establishment of next generation
sequencing in the diagnostic laboratory and optimalization of required processes. The trial
group of 191 patients with diagnosis of hereditary cardiomyopathy was selected in
collaboration with cardiology clinic of IKEM and University Hospital Motol in order to detect
germinal mutations. In 65 patients the TruSight Cardiomyopathy panel was utilized, and
causal mutation was uncovered in 48 patients. In remaining 126 samples comprising 42
families the clinical exome was sequenced using TruSight One kit and revealing causal
mutation in 27 more families. The usage of NGS methods was tested as well in group of 8
patients from 3 families with serious genetic condition, where expanded exome probes

covering 37 Mb were employed.
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1. UVOD

Deoxyribonukleova kyselina byla poprvé izolovana jiz v roce 1869 Friedrichem
Miescherem, ktery jiz tehdy tusil, Ze by mohla hrat v dédi¢nosti dilezitou roli (1). Na
objeveni jeji struktury si vSak lidstvo muselo pockat dlouhych 84 let. V roce 1953 publikovali
James D. Watson a Francis Crick v ¢asopise Nature dvousroubovicovy model molekuly DNA
(2). Kratce po tomto objevu zacaly prvni snahy o jeji ¢teni, které vSak byly tspésné az v 70.
letech 20. stoleti. Nejprve se jednalo pouze o ¢teni v délce n¢kolika desitek bp a teprve v roce
1977 byly objeveny nezavisle na sobé dvé skutecné sekvenacni metody. Jedna z nich —
Sangerova metoda byla postupem ¢asu modernizovana a je v fadé molekularné genetickych
laboratoii pouzivana dodnes (3). Snaha o precteni lidského genomu vSak ukéazala, ze
Sangerova metoda dosahla svych kapacitnich moznosti a je nutné zacit vyvijet metody nové.
Prvni lidsky genom byl kompletné ptecten v roce 2001, tedy po 11 letech od zahajeni projektu
Human Genom Project (HGP). K osekvenovani lidského genomu bylo tehdy potieba asi 300
sekvenacnich pftistroji a celkové néklady ptekro€ily hranici 3 miliard americkych dolart.
Snaha rozlustit lidsky geneticky kod velmi pomohla vyvoji novych metod a technologii. Aby
totiz bylo mozné vyuzit ziskané znalosti v oblasti genetiky a implementovat je v diagnostice a
1€¢bé pacienttl, bylo nutné zaméfit se na vyvoj levnéjSich a rychlej$ich metod sekvenace, nez
byly do té doby k dispozici. K tomuto ucelu byla do dnesniho dne otestovana fada postupl a
principt, z nichz nekteré byly pouzity pii vyrobé sekvenatorii nové generace. Ruku v ruce
s vyvojem novych a lepSich sekvenacnich pfistroji jde i vyvoj vypocetni techniky a softwaru

na zpracovani ziskanych dat (4, 10).

Klasické Sangerovo sekvenovani pomalu ale jisté nahrazuje sekvenovani nové
generace (Next Generation Sequencing — zkracené NGS) a to predevsim pii tzv. cileném
sekvenovani, kdy je sekvenovan jeden gen ¢i skupina vybranych genti. Neuvétitelny védecky
a technologicky pokrok vsak stale nepfinasi o¢ekavané vysledky v podobé presnych diagnoz a
moznosti 1é€by zasahem do genetické vybavy ¢loveka, jak se na pocatku predpokladalo.
Snizovani ceny novych sekvenacnich pfistroji vSak vede K jejich rozsifovani do vétSiny
genetickych laboratofi v Evropé 1 v celém svété. Velké mnozstvi ziskanych dat vSak klade
velké naroky na kvalitu a rozvoj oboru bioinformatiky, jelikoz pouze kvalitni zhodnoceni
ziskanych dat, ktera jsou posuzovana spole¢né klinickym genetikem i bioinformatikem, jsou

podminkou spravného genetického vysetteni pomoci NGS (5).




2. ZADANI DIPLOMOVE PRACE — CiL PRACE

1. Vytvoreni piehledu dostupnych NGS platforem, sekvenacnich principti a pfistupti
k sekvenovani nové generace, porovnani jednotlivych sekvenacnich technologii
2. Zavedeni a optimalizace metod sekvenovani nové generace na klinickém genetickém

pracovisti a ukazka uc¢innosti technologie na vybrané skupin¢ vzorkt




3. HISTORIE SEKVENOVANI A LIDSKY GENOM

Snaha piecist sekvenci molekuly DNA neboli potadi nukleotidi Vv jejim V fetézci,
trapila védce uz od roku 1953, kdy byla poprvé identifikovana jeji struktura (2). Historie
sekvenovani se zacala psat v roce 1955, kdy Frederick Sanger publikoval sekvenci inzulinu,
za coz ziskal vroce 1958 Nobelovu cenu za chemii (12). Prikopnikem v oblasti DNA
sekvenovani byl americky biochemik ¢inského ptivodu Ray Wu z Cornellské univerzity, ktery
Kk pfecteni 12 nukleotidii z okrajovych regioni DNA faga lambda vyuzil modifikovanou
metodu prodluzovani primeru. Na jeho prilomovou praci navazali i dalsi védci a o nékolik let
pozdéji byly predstaveny techniky schopné reprodukovatelného cteni delSich tiseki DNA.
Nezéavisle na sobé objevily vroce 1977 tymy vedené britskym biochemikem Frederickem
Sangerem a americkym biochemikem Walterem Gilbertem dvé metody, které identifikaci
poradi nukleotidii v nukleové kyseliné umoznily. Oba tito védci obdrzeli za svij vyzkum v
roce 1980 Nobelovu cenu v oboru chemie, u Sangera se tak jednalo jiz o druhou Nobelovu
cenu. (6). Nové metody byly nasledné pojmenovany po svych objevitelich a zacaly byt rychle
testovany a pouzivany V fad¢ svétovych laboratofi. V 80. letech 20. stoleti nastal velky rozvoj
predevsim Sangerovy metody. Metoda byla modernizovana vyuzitim kapilarni elektroforézy,
ktera umoznila nahradit polyakrylamidovy gel mnohem citlivéjSim tekutym polymerem.

vewr

byt detekovany laserem a vznikly signal zaznamenavan pocitacem (13).

3.1 Cesta k lidskému genomu

Od chvile, kdy védecky svét ziskal nastroj, kterym Slo pomémé snadno precist
genetickou informaci, zacal Vv této oblasti prudky vyzkum. Jiz vroce 1977 publikoval F.
Sanger se svym tymem sekvenci genomu bakteriofaga ¢X174 o délce 5 375 bp v Casopise
Nature (6). Usp&chy sekvenovani pokragovaly i v 80. letech 20. stoleti, kdy byl osekvenovan
prvni lidsky mitochondrialni genom o délce 16 569 bp (7). Teprve v roce 1995 byl vsak
poprvé osekvenovan kompletni genom bakterie, tedy prvniho organismu schopného
samostatného zivota. Byla ji Haemophilus influenzae s genomem o délce 1,8 Mb a o rok
pozdé&ji byl pfecten genom prvniho eukaryontniho organismu — kvasinky Saccharomyces
cerevisiae, u niz bylo identifikovano téméf 6 tisic geni (8, 9). V roce 1988 zacal byt

pfipravovan a v roce 1990 formalné zahajen americky Projekt lidského genomu (the Human
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Genome Project), ktery byl naplanovan na dobu 15 let a byl fizen americkym Utadem pro
energii (Department of Energy) a Narodnimi ustavy zdravi (the National Institutes of Health).
Spole¢nost International Human Genome Sequencing Consortium si jako hlavni postup pro
sekvenovani vybrala metodu ,,clone-by-clone* vyuzivajici klonovani sekvenci o délce asi
150 tisic bp, které jsou vlozeny ve form¢ umélého plazmidu do bakterie a nasledné jsou tyto

klony osekvenovany (19, 20).

V kvétnu 1998 byla Craigem Venterem zalozena soukroma spole¢nost Celera
Genomics, Inc., ktera vyhlasila sviij zamér osekvenovat cely lidsky genom do 3 let od svého
zalozeni za celkovou cCastku 300 milioni dolart (4). Spolec¢nost si jako hlavni metodu
sekvenovani zvolila ,,Whole Genome Shotgun Assembly*, ktera byla poprvé pouzita v roce
1979, a ktera byla v roce 1995 také vyuzita pro sekvenovani genomu bakterie Haemophilus
Influenzae (8, 16). Pfi této metodé se nevyuziva genetické a fyzikalni mapovani, ale nahodné
velké nastépené fragmenty DNA Vv rozmezi asi 2 - 50 tisic part bazi, které jsou vlozeny do
plasmidového vektoru a namnozeny pomoci bakterie E.coli k ziskani miliont kopii kazdého
fragmentu. Tyto fragmenty byly osekvenovany a vysledna data pak sefazena pomoci
Spi¢kovych pocitacti spole¢nosti Celera Computers. Samotné sekvenovani firma spustila
8. zafi 1999 a bylo pifi ném pouzito 300 sekvenatori ABI PRISM 3700 s 96 paralelné
pracujicimi kapilarami. Rozdilnost obou postupii pfi sekvenovani prvnich lidskych genomu je
znazornéna na obrazku 1. Mezi obéma spolecnostmi zacal zavod o to, kterd z nich jako prvni
opublikuje prvni osekvenovany lidsky genom. Spolec¢nost Celera piecetla piiblizné 1,48 X
10" part bazi z vice nez 27 milioni vygenerovanych sekvencnich readl, coz reprezentuje

5,11 x pokryti celého lidského genomu (14).

© Genetické _~chromozom—__
mapovani [
(vzdalenost
v centimorganech)

&%

]
~1,000 bazi

genetické markery
(cca 200 na chromozom)

@ Fyzikalni
mapovani
(vzdalenost
v bazich)

===\
(1] '\ \
== N B
CGCTATACGA) :
©DNA '
sekvenovani i
i
i | i i
(a) Tristupriovy postup pouzity pfi projektu HGP (b) Whole-genome shotgun metoda

pouzita spole¢nosti Celera Genomics

Obr. 1: Rozdil mezi sekvena¢nimi postupy pfi sekvenovani prvniho lidského genomu (17, pievzato a upraveno)
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3.2 Vysledky a ptinos zavodu 0 lidsky genom

Zavod o prvni lidsky genom skoncil roku 2001, kdy 15. unora publikovala spolecnost
International Human Genome Sequencing Consortium draft (zhruba 90 %) lidského genomu v
Casopisu Nature a nasledné o den pozdé¢ji 16. tnora spolecnost Celera Genomics, Inc.
publikovala svou sekvenci lidského genomu v ¢asopisu Science. Mezinarodni tym védct vsak
oficidlné oznamil dokonceni plné identifikace lidského genomu az 14. dubna 2003 (k 50.

vyro¢i objevu dvousroubovice DNA Jamesem Watsonem a Francisem Crickem) (21, 22).

Politika otevieného ptistupu HGP projektu méla pomoci vyzkumu v oblasti genomiky,
diagnostiky a lécby dédi¢nych onemocnéni vSem védciim, zatimco Celera genomics byla
pfiznivcem vice komer¢né orientovaného pfistupu, v ramci néhoz se dokonce snazila
patentovat nckteré nalezené geny. Z téchto zdroji chtéla platit své investory a navic méla
Vv planu zavedeni poplatki za poskytnuti dat ze sekvenace. Vzhledem k tomu, ze vice nez
polovina dat spole¢nosti Celera byla pievzata z HGP a vzhledem k volné dostupnosti dat ze
sekvenovani lidského genomu, vSak musela spole¢nost Celera zménit svilj plan a stat se
spole¢nosti diagnostickou (23). Zavod o ptecteni prvniho lidského genomu znamenal velky
ptinos pro rozvoj novych sekvenacnich technologii. Zatimco v roce 1985 bylo v jedné
laboratoti osekvenovano 500 bp/den, v roce 2000 bylo ve spole¢nosti Celera osekvenovano
cca 175 000 bp/den a ve spole¢nosti HGP dokonce 1000 bp kazdou vtefinu. I kdyz uz v té
dob& byla Sangerova metoda znacné sofistikovana (polyakrylamidovy gel byl nahrazen
proces byl automatizovan a vyhodnoceni obstaraval pocitac), presto bylo jasné, Ze souCasna
technika dosahla svych kapacitnich moznosti a nové poznatky a rozvoj v oblasti genomiky

budou umoznény pouze vyvojem technologii novych (24).

3.3 Variabilita lidského genomu

V ramci projektu 1000 Genomes, ktery si vzal za cil popsat vSechny genetické
varianty v lidském genomu s frekvenci alesponi 1 %, se ukazalo, ze variabilita zarode¢ného
lidského genomu je mnohem vétsi, nez se ptvodné predpokladalo. Piekvapivé mnozstvi
zjisténych variant se tykalo nejen jednonukleotidovych polymorfismt (SNP, z angl. Single
Nucleotide Polymorphism), ale také ztrat (deleci) nebo ziskd (inserci) useki DNA.

V neposledni fadé vSak byla oproti ocekavani zjisténa velka proménlivost v poctu kopii (CNV
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z angl. Copy Number Variant), pii némz se jednotlivé alely vyskytuji v rizném poctu kopii.
Cil projektu byl tak rozsifen z ptivodniho planu 1 000 osekvenovanych lidskych genomt na 2
500 genomi (15). Ziskana data z projektu slouzi jako zdroj k porovnani sekvenacnich dat
Vv ramci populace. Umoznuji tak filtraci genetickych variant, které se v populaci vyskytuji
Casto, od mén¢ se vyskytujicich variant, které mohou byt kauzalni pfic¢inou dédi¢ného

onemocnéni.

Naprosta vétSina kauzalnich mutaci, které v lidském genetickém kodu detekujeme,
jsou tzv. stabilni mutace. Jednd se o mutace, které se pfi pienosu na novou generaci nemeéni a
maji nejcastéji rozsah jednoho ¢i né€kolika malo nukleotid. Nejcastéji se setkdvame se
zaménami nukleotidu, které se podle vyplyvajici funkéni zmény na Grovni aminokyseliny déli
na mutace typu nonsense, missense ¢i sestiihové mutace. U nonsense mutace dochazi ke
vzniku stop kodonu a tak k pfed¢asnému ukonceni translace. Pii missense mutaci dochazi
k zaméné nukleotidu za jiny, coz muze, ale také nemusi vést ke vzniku jiné aminokyseliny.
Pri sestfihové mutaci dochazi k zaniku sestfthového mista, ¢i vzniku mista nového. Dalsi
Casté mutace jsou inzerce ¢i delece, které vedou k tzv. frame-shiftu neboli posunu ¢teciho
ramce. Ten ma za nasledek zaclenéni jinych aminokyselin ¢i opét vznik stopkodonu, ktery
translaci pred¢asné ukon¢i. Druhou velkou skupinou jsou dynamické mutace, u nichz dochazi
k expanzi nestabilniho, vétSinou tripletového elementu, ktery se s dalSi generaci dale
amplifikuje uvnitt genu nebo mimo néj a pocet opakujicich se jednotek tak extrémné nartsta.
Prikladem dé&dicného onemocnéni zplsobeného dynamickou mutaci je Huntingtonova
choroba, myotonicka dystrofie ¢i syndrom fragilniho X. Podle cetnosti vyskytu mutaci
muzeme jesté rozliSit mutace prevalentni, které jsou v populaci ¢asté a mutace privatni, které
jsou pro daného pacienta a rodinu specifické. Kompletni pifehled mutaci, které byly v lidském
genomu nalezeny je Kk dispozici na strankach The Human Gene Mutation Database

(http://lwww.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php) (50).
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4. SEKVENOVANI NOVE GENERACE

Objeveni techniky tzv. masivniho paralelniho sekvenovani (MPSS - z anglického
»Massively Parallel Signature Sequencing®) umoznilo rozvoj sekvenacnich metod
oznacovanych jako NGS (Next Generation Sequencing). MPSS byla poprvé pouzita
V komer¢né dostupném zatizeni vroce 2005. Jednd se o univerzalni techniku pro
charakterizaci a kvantifikaci nukleovych kyselin. Zatimco pii klasické Sangerové metodé
sekvenace je sekvenovany usek amplifikovan a nasledné jsou ¢teny baze jedna po druhé,
v ptipadé MPSS je nukleova kyselina rozd¢lena na fragmenty o urcité délce, z nichz je kazdy
amplifikovan samostatné a mnoho takto vzniklych kopii kazdého fragmentu je poté ¢teno
riznymi technologiemi podle pouzité platformy. Zavedeni metody masivniho paralelniho
sekvenovani umoznilo v oblasti genomiky nebyvaly rozvoj, jelikoz bylo ndhle mozné
osekvenovat cely lidsky genom za zlomek ceny a Casu v porovnani s do t¢ doby pouzivanymi
metodami (25). V lednu 2014 dokonce spole¢nost Illumina ptedstavila sviyj novy sekvenacni
systém HiSeq X Ten, ktery je schopny osekvenovat kompletni lidsky genom za ¢astku 1 tisic

americkych dolart (26).

Na trhu dnes dominuji ¢tyfi platformy sekvenatorti druhé generace — Illumina genome
Analyzer, 454 Life Sciences, Solid system a lon Torrent od spole¢nosti Life Technologies.
I ptesto, ze vSechny dnes bézné dostupné NGS platformy vyuZzivaji rozdilnou chemii a rizné
ptistupy k sekvenovani, samotné sekvenacni schéma je u vSech platforem spolecné a sklada se

ze ti'1 hlavnich krok:

a) Priprava sekvenacni knihovny
b) Sekvenovani a detekce nukleotidu

¢) Softwarova analyza ziskanych dat

4.1 Priprava sekvenacni knihovny

Ptiprava sekvenacéni knihovny je €asto zdlouhavy a narocny proces, béhem n¢hoz je
kladen diiraz na ptesnost provadéjiciho pracovnika, stejné jako na pfistroje a pomucky, které
ke své préaci pouzivd. Nevhodnd ptiprava vzorku pro sekvenovani se mlze stat vyraznym
zdrojem sekvenacnich chyb, které snizuji ¢i v nékterych ptipadech znemoZiuji spravné

vyhodnoceni ziskanych dat. Velky diraz je pfitom kladen predevSim na piesnost
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laboratornich pipet a jinych méfidel a ptistrojii, které jsou pii ptipravé pouzivany. Pokud je
pripravovano vice vzorkd soucasné, je nutné zajistit reprodukovatelnost jednotlivych ukont
tak, aby vSechny vzorky byly zpracovavany pokud mozno za stejnych podminek. Dilezitym
faktorem pfi pfiprave je i kvalita a kvantita vstupni DNA. Béhem ptipravy knihovny je DNA
nastépena a na jeji upravené konce jsou ligaci pfipojeny pomocné adaptéry, které umoziuji
PCR amplifikaci. Béhem této polymerdzové fetézové reakce je kazdy fragment

mnohonasobné zkopirovan a je tak pfipraven k samotnému sekvenovani (27).

4.1.1 Fragmentace genomické DNA

Prvnim krokem piipravy sekvena¢ni knihovny je rozdéleni nukleové kyseliny na
potfebné dlouhé Useky (fragmenty), jejichz délka se lisi podle pouZité technologie. Naptiklad
nejnovejsi pistroje firmy Roche dokazi pracovat i s fragmenty dlouhymi az 1 000 bp, v praxi
se vSak u nich nejéastéji vyuziva délka kolem 700 bp (28). Jinak je tomu v ptipad¢ platformy
[llumina, kdy je optimalni délka fragmentt zhruba 150-300 bp (29). K fragmentaci Ize pouzit
fyzikalni ¢i enzymatickou metodu a protokol musi byt vzdy optimalizovan tak, aby vyhovoval
technologii, kterd je pouzita k samotnému sekvenovani. Z fyzikalnich metod se vyuziva
nebulizace dusikem ¢i sonikace pomoci ultrazvukovych vin. Nevyhodou mechanického
Stépeni je, ze se jedna o Sté€peni nespecifické a tedy nevime piesné, v jakych mistech byla
DNA rozstépena. Dalsi nevyhodou je nutnost vyhlazeni ostrych konci pomoci enzymu.
Nebulizace je na druhou stranu reprodukovatelna technika, ktera je zaroven rychla a levna
(30).

Velky pokrok Vv ptipravé knihoven pfinesla enzymatickd metoda vyuZivajici enzymu
Tn5 transposazy, kterou jako prvni pouzila spolecnost Epicentre Biotechnologies (Madison,
WI) pod oznacenim Nextera. Ta zprostiedkovava fragmentaci dvoufetézcové DNA a
naslednou ligaci syntetickych oligonukleotidii na obou koncich béhem 5-10 minutové reakce.
DNA je pfi této reakci fragmentovana pomoci transpozomu (komplex transposazy a
transposonu) a nasledné je na oba konce vzniklého fragmentu pfidana invertovana repetice o
délce 19 bp (31). Postup tagmentace je znazornén na obrazku 2. Po fragmentaci je vzdy
bezpodminecné nutné zkontrolovat velikost vzniklych fragment pomoci elektroforézy. Starsi

gelovou elektroforézu dnes v NGS laboratofich vétSinou nahrazuje modernéjsi cCipova
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elektroforéza, kterd umoznuje kvalitativni 1 kvantitativni vyhodnoceni vzniklych fragmentt.

K méfeni postaci 1 pl fragmentované DNA.
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Obr. 2: Stépeni DNA pomoci Tn5 transpozomu (Nextera) (71)

(a) Transpozom se integruje do genomické DNA. (b) Tagmentacni reakce produkuje amplifikovatelné a
neamplifikovatelné molekuly knihovny, dokud nedojde Kk vycerpani transpozomu (c) Knihovna je precisténa a je
odstranén Tn5 protein navdzany na koncich fragmentu, poté jsou pomoci PCR reakce pridany adaptéry pro

uchyceni k priitokové komiirce a indexy K rozliseni jednotlivych vzorkii.

4.1.2 Uprava DNA fragmentt pied amplifikaci

Po fragmentaci jsou na oba konce ziskanych fragmenti ligaci piipojeny adaptérové
molekuly, které slouzi jako templat v klasické PCR reakci i pro nasedani sekvenacnich
primerti v samotné sekvenacni reakci. V piipadé, ze budeme provadét emulzni PCR, jsou na
oba konce piipojeny adaptéry A a B, z nichZz B adaptér obsahuje biotinovou znacku. Pomoci
této znacky se fragment vaze na magnetické kuli¢ky obalené streptavidinem, na nichz dochazi
k samotné amplifikaci. Jsou pouzity pouze fragmenty, které obsahuji oba adaptéry.
Fragmenty, které oba adaptéry neobsahuji, jsou vV promyvacim kroku ze vzorku odstranény.
Po enzymatické fragmentaci metodou Nextera je fragmentovana DNA amplifikovana kratkou
PCR reakci za pouziti primert, ktera obsahuji sekvence cilené k transposonu. Tyto primery
pfidavaji na fragmenty konkrétni adaptéry a sekvenacni kody, které umoziuji identifikovat

jednotlivé vzorky (32).
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4.1.3 Amplifikace DNA fragmenti

I kdyZ uz dnes existuji technologie, které umoziuji sekvenovat DNA bez jeji
amplifikace, u vétSiny postupl je stale potfebné po nastépeni genomické DNA a upravé
vzniklych fragmentd tyto fragmenty namnozit pomoci polymerazové fetézové reakce. K tomu
slouzi pfedevs§im dvé amplifikacni metody — mistkova amplifikace, jez je hlavni metodou
Vv piistrojich spole¢nosti Illumina a emulzni PCR, kterou vyuzivaji ve svych pfistrojich
spole¢nosti 454 Life Sciences i Life Technologies (Solid a lon Torrent). Amplifikace za
pomoci polymerazy vSak ¢ini z tohoto kroku jeden z moznych zdroju chyb ve vyslednych
datech.

4.1.3.1 Emulzni PCR (emPCR)

Pfi emulzni PCR reakci jsou fragmenty pomoci B-adaptérti obsahujicich na 5’-konci
biotinovou znacku pfipojeny na magnetické kulicky pokryté streptavidinem (obrazek 3a).
Takto navdzand dsDNA je denaturovdna na jednotlivé fetézce, pfiCemz je uvolnén
nebiotinizovany komplementarni fetézec a na kuli€ce tak zlstdvaji pouze jednovlaknové
fragmenty DNA. Takto ziskané fetézce jsou hybridizovany ke kulickam, které maji na svém
povrchu komplementarni sekvence slouzici jako primery V nasledné amplifikacni reakci. Cely
systém je navrzen tak, aby doslo k navazani pouze jednoho DNA fragmentu na jednu kulicku.
Amplifikace fragmentl probihd pomoci tzv. emulzni PCR reakce, kterd pro kazdou kulicku
probiha v jejim vlastnim ,,reaktoru®. Ten je tvofem emulzi oleje a vody. Vysledkem reakce je
vznik asi 10 milioni identickych kopii daného fragmentu na jedné kuli¢ce. Po emulzni PCR
reakci nasleduje obohaceni (enrichment), jehoz cilem je selekce a odstranéni téch kulicek, na
nichZ nedoslo k navdzani fragmentu a nasledné amplifikaci. Provadi se pomoci sekvenaéniho
primeru, ktery se pfichyti na kulicky s amplikony a spolecné se nanesou do tzv. pikotitracni
desticky s tak malymi otvory, ze se do kazdého vejde pouze jedina kulicka s amplikony
(33,34).

4.1.3.2 Mustkova polymerazova fetézova reakce (bridge-PCR)

Pfi mustkové amplifikaci se templatovd DNA hybridizuje na transparentni povrch
komurky (flow cell, obrazek 3b). K tomu se vyuziva chemicky modifikovanych nukleotidu.
Po denaturaci dvouvldknové DNA knihovny jsou fragmenty pomoci adaptéri hybridizovany
k reak¢ni komurce. Kazdy fragment je tak jednim svym koncem piipojen k povrchu komurky,

na niZ probihd nasledné amplifikace. Po pfidani PCR reagencii slouzi adaptéry na komfrce
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jako primery pro syntézu dsDNA. Ta je néasledné denaturovana, ptivodni templat je odmyt,
noveé vzniklé vldkno vSak zlstdva pevné spojeno s komurkou. Dojde k ohnuti vldkna a
premosténi (odtud oznaceni mustkova PCR) a vlakno svym volnym zakoncenim hybridizuje
k adaptérim na povrchu komurky. Oblast P5 adaptért se $té€pi a k reakéni komirce tak
zustava vlakno ptipojené pouze pomoci P7 adaptéru, coz zajisStuje, ze bude kazdé vzniklé
vlakno ¢teno ve stejném sméru. V dal§im PCR cyklu sekvenacni primer naseda na P5 oblast a
opet dochazi ke vzniku komplementarniho vldkna a cely proces se cyklicky opakuje. Ve
findlni fazi jsou denaturovany vzniklé dvouietézce a reverzni fetézce jsou odmyty.
Vysledkem je asi 1 000 identickych kopii DNA fragment k vlastni sekvenaci (klastry)
(33,34, 45).
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Obr. 3: Schématické znazornéni emulzni PCR (a) a mustkové PCR (b) amplifikace (72)

4.2 Sekvenovani a detekce nukleotida

V tomto poslednim kroku laboratorni ¢ésti jde v podstaté uz jen o piecteni sekvence
nukleotidi ve fragmentech, které jsme pfipravili a namnozili v ptedchozich krocich.
Rozlisujeme tfi nejcastéjsi zptisoby sekvenace — pyrosekvenovani, sekvenovani syntézou a
sekvenovani ligaci. Zaznamenanim sekvence jednoho fragmentu vznika tzv. read, neboli
¢teni. Pro kvalitu sekvenovani je dilezita tzv. hloubka cteni. Jedna se o pocet, kolikrat byl
dany nukleotid béhem sekvenacniho béhu piecten. V klinické praxi existuji 2 rizné piistupy
kKNGS sekvenovani - ultraSiroké sekvenovani a ultrahluboké sekvenovani. Pokud pouze
hledame zarode¢né mutace, které jsou v homozygotnim ¢i heterozygotnim stavu, potom je
vhodné zvolit ultrasiroké sekvenovani. To ndm umoziuje sekvenovat velké mnozstvi vzorka
v jednom runu. V nékterych pfipadech, jakymi jsou napf. genetické mozaiky ¢i somatické

mutace, vSak nastava potfeba ultrahlubokého sekvenovani, kdy mnohokrat sekvenujeme jeden
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usek urcitého vzorku. Tento postup nam zajisti vysokou citlivost, ktera mize vyrazné snizit
chybovost. Mnohonasobné prosekvenovani jednoho useku DNA - vysoka ,,coverage* tak

kompenzuje vyssi chybovost sekvenacnich metod nové generace (33, 34, 45).

4.2.1 Platforma Illumina (sekvenace syntézou)

Sekvenacni technologie spolecnosti Illumina vyuziva sekvenaci syntézou, kdy jsou po
vytvofeni klastrii K adaptérim na koncich fragmentt hybridizovany sekvenaéni primery a do
prutokové komirky je pfivedena smés polymerdzy a nukleotidl, které jsou oznaCeny
fluorescenéni znaCkou. Tyto nukleotidy maji deaktivovanou 3°-OH skupinu, aby bylo
zajisténo, ze se v kazdém cyklu zacleni pouze jeden nukleotid. Po uspésném zaclenéni baze
do vladkna nukleové kyseliny jsou jeji pozice a typ zaznamenany CCD kamerou, ktera
fotografuje pratokovou komirku. Kamera obsahuje 2 lasery, z nichz kazdy zaznamenava 2
typy béazi. Cerveny laser zaznamenava baze A a C a zeleny laser zaznamenava G a T.
Detailngjsi rozliSeni je poté zajiSténo pomoci filtri. Na konci kazdého cyklu je poslednimu
nukleotidu odstranéna terminacni skupina na 3"-OH konci i fluorescen¢ni barva, aby mohl byt
cyklus opakovén. Postup ¢teni nukleotidi na platform¢ Illumina je znazornén na obrazku 4.
Na zakladé specialniho algoritmu je pfidélovana jednotlivym bazim hodnota, na zakladé niz
jsou vyfazeny sekvence 0 nizké kvalité. Nékteré sekvenatory spolecnosti Illumina umoziuji
pro rtizné typy aplikaci pracovat ve 2 rezimech — ,,Rychly* rezim (Rapid Run) a ,,Vysoce
vykonny* rezim (High Output Run). Pfi Rapid Run lze vysledky sekvenovani ziskat béhem
jednoho dne. High output mod je vhodny pro rozsahlé studie s velkym mnozstvim vzorku,

kde je pozadovano vyssi pokryti ¢tenych tseku (33, 34, 45).
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Obr. 4: Cteni nukleotidi pii sekvenovani syntézou na platformé lllumina (73)
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Spolecnost Illumina nabizi dvé fady sekvenatorti podle vykonu a naroka pracoviste.
Pro mensi provozy jsou nabizeny pfistroje MiSeq, pifipadné MiSeqDx, které se hodi jako
nahrada klasické kapilarni sekvenace pro cilené sekvenovani jednotlivych gend, panelt vice
gentll, exomove sekvenovani ¢i resekvenovani malych genomu. Pro velka védecka pracoviste,
ktera maji za svij cil mimo jiné de novo sekvenaci genomt, Illumina nabizi pistroje NextSeq
500, HiSeq2500 ¢i HiSeq X Ten. NextSeq je dostupny za cenu kolem 250 tisic americkych
dolari a zahrnuje pfipravu (generovani klastri) a naslednou sekvenaci v jednom pfistroji.
Béhem 12-ti hodinového béhu dokaze naptiklad osekvenovat cely lidsky genom, 16 exomii,
20 vzorkt neinvazivniho prenatalniho testovani, 20 transkriptomt, 48 vzorkil genové exprese
nebo az 96 vzorkii pomoci cilenych panelii. Hiseq X Ten zpiisobil prialom v NGS sekvenovani
tim, ze poprvé prolomil magickou hranici 1 000 dolard za lidsky genom. Jeho cena se
pohybuje kolem 10 miliont dolart a prichodnost piistroje je 1,8 x 10* béazi za ttidenni run
(600 Gb/den). HiSeq X Ten je ve skute¢nosti vhodny spise pro velké spolecnosti, které se
sekvenovanim zabyvaji, nikoliv pro klinické provozy ¢i mala vyzkumna pracovisté. Aby bylo
totiz realné dostat se na ¢astku 1 tisic dolar za genom, bylo by nutné ro¢n¢ osekvenovat 18-

20 tisic lidskych genomu (36).

4.2.2 Platforma 454 Life Sciences (pyrosekvenovani)

Sekvenatory 454 Life Sciences pracuji na principu pyrosekvenovani. Jedna se o
enzymatickou reakci, béhem niz se do nové vznikajiciho fetézce zaclenuji nové baze, pfi
¢emz dochazi k emisi viditelného svétla. Mnozstvi vznikajiciho svétla je pak amérné poctu
zaclenénych nukleotidli. Metodu monitorovani DNA polymerazy pomoci bioluminiscence
navrhl jiz v roce 1987 P. Nyrén (41). Samotna pyrosekvenace vSak byla uvedena do praxe az
v roce 1998. V roce 2000 vznikla spolecnost 454 Life Science, ktera se v roce 2005 spojila
s firmou Roche Diagnostics. Ta méla zajistit vyrobu sekvenatorii a komerénich kitl. Jesté

Vv témze roce byl piedstaven prvni sekvenator na principu pyrosekvenace (33,34).

Po emulzni PCR jsou do jamicek v pikotitraéni desti¢ce postupné piivadény i dalsi
kuli¢ky s enzymy dualezitymi pro pyrosekvenacni reakci a jednotlivé nukleotidy, které jsou do
jamek piivadény v pevné ur¢eném potadi. Pro zamezeni enzymatické aktivity luciferazy viaci
ATP ptidavanému do reakce jsou pouzity a-thiosubstituované nukleotidy (deoxyadenosin-5'-
thiotrifosfat), které s luciferdzou nereaguji, soucasné jsou vsak substraitem DNA polymerazy.

V piipadé¢ komplementarity a inkorporace daného nukleotidu do nové vznikajiciho
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komplementarniho ftetézce dochazi kuvolnéni pyrofosfatu. Ten je enzymem ATP-
sulfurylazou pteveden na ATP. Vznikly adenosintrifosfat umozni reakci katalyzovanou
enzymem luciferdzou, pii niz se luciferin pfeménuje na oxyluciferin za emise viditelného
svétla, které je snimano CCD kamerou. Proces piidavani nukleotidd se cyklicky opakuje, az
dojde k vytvoieni celého vlakna, které je komplementarni s pivodnim templatem. Nezatfazené
nukleotidy jsou podobné jako zbylé ATP degradovany pomoci enzymu apyrazy. Vysledkem
sekvenace je tzv. flowgram, tedy graf, ze kterého lze na zaklad¢ velikosti piku odecist potadi
a pocet jednotlivych bazi (obrazek 5) (33,34).
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Obr. 5: Flowgram s vysledky pyrosekvenovani (74)

V fijnu 2013 spolecnost 454 Life Sciences oznamila, ze ma v planu do poloviny roku
2016 ukoncit vyrobu svych sekvenatord GS Junior a GS FLX+, které jsou zalozeny na
pyrosekvenovani. Hlavnim divodem ukonceni vyroby je podle slov spolecnosti obtizna
modernizace soucasnych piistroji. Z divodu hledani novych technologii navazala v roce
2013 spolecnost 454 Life Sciences spolupraci s do té¢ doby konkuren¢ni spolecnosti Pacific
Biosciences, s niz ma v planu pracovat na novych piistrojich zalozenych na technologii Single

molecule real time sequencing (SMRT) (36).

4.2.3 Platforma Life Technologies Solid (sekvenace ligaci)

Po emulzni PCR amplifikaci jsou pfi tomto typu sekvenovani kulicky s DNA
fragmenty piipojeny na povrch sklicka. Takto pfipravené sklicko se vlozi do specialni kazety,
ktera umoziuje fluidni pratok. Systém vyuziva sondy o délce 8 nukleotidd, u nichz zname
vzdy sekvenci prvnich dvou. Sondy jsou oznafeny jednou ze ¢tyf fluorescencnich barev,
celkem tedy kazda barva predstavuje 4 z 16 moznych nukleotidovych sekvenci. K primeru je

pomoci ligdzy ptipojena sonda, jejiz prvni dv€ baze jsou komplementarni s prvnimi bazemi
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¢teného fragmentu. Po pfipojeni nasleduje $tépeni sondy nukleazou za patou bazi, ¢imz dojde
k uvolnéni fluorescenéni barvy. Tento proces se opakuje, dokud nedojde k pokryti celého
fragmentu. Postup prvniho kola ligace je znazornén na obrazku 6. Nasleduje druhé kolo, pfi
némz je pouZzit primer o jednu bazi kratsi a opét dochazi k ligaci sond a jejich Stépeni. Po péti

kolech ligace a $t€peni muzeme piesné urdit, jaky nukleotid se v daném misté nachazi (54).

3
Ligase -NN-n-2-2:2 ‘ |
Primer 3 + ’ G-G-n-n-n-z-22 3 P
Bead 5 3
Adapter Sequence Template Sequence
¥ Primer +
|| | -A-n-n-n-2-22
6T [ | .
Bead L | 3
Adapter Sequence Template Sequence
Cleavage — +
Primer 227
BW
n-n-n pd’
, 6T ||]]|]]]] ‘ .
Bead aniie ; | | 3
Adapter Sequence Template Sequence

Obr. 6: Postup pii sekvenaci ligaci na platformé Solid spoleénosti Life Technologies (54)

4.2.4 Platforma Life Technologies lon Torrent (syntéza s chemickou detekci)

Také Ion Torrent stejné jako Illumina vyuZzivda pii sekvenovani syntézy
komplementarniho vlakna. Hlavnim rozdilem této technologie od téch ptedchozich je vsak
skutecnost, Ze lon Torrent umoziuje prevadét chemicky signal pfimo do digitalni podoby.
Sekvenatory vyrabéné na této platformé nevyuZivaji k zaznamenavani dat zadné optické
detektory, coz velmi zrychluje sekvenacni proces. Nakladné a ¢asto komplikované hodnoceni
signalil fluorescence ¢i chemiluminiscence je zde nahrazeno métenim vodikovych iontt, které
jsou uvolnovany v priabéhu polymerazové tetézové reakce. Po amplifikaci jsou kuli¢ky
S namnozenym teplatem umistény do jamek v polovodicovém cipu technologie CMOS (z
anglického “Complementary Metal-Oxide—Semiconductor®), ktery obsahuje deset milioni

submiskropickych cell, v nichZ v realném ¢ase probiha analyza zmén pH (75, 76) (obrazek 7).
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Do jamek jsou postupné privadény nukleotidy a dochazi k syntéze komplementarniho
vlakna DNA. Pokud dojde k inkorporaci nukleotidu, uvolni se vodikovy kation, ¢imz dojde ke
snizeni pH. Tato zména je zaznamenana detektorem. Jedinym limitujicim faktorem této
technologie je kapacita ¢ipu. Lze tedy piedpokladat, ze v budoucnu ve svych piistrojich firma
nabidne vyssi kapacitu, coz umozni jesté rychlejsi a levnéjsi sekvenovani (75, 76). Spole¢nost
Life Technologies, ktera byla v unoru 2014 zakoupena firmou Thermo Fisher Scientific,
V soucasnosti stavi své NGS pfistroje na dvou platformach — Solid a lon Torrent. Vétsina
pozornosti v ramci vylepSeni se soustiedi vSak pouze na druhou jmenovanou platformu. Podle
uvadénych specifikaci dokaze systém lon PGM™ béhem ¢tythodinového runu vyprodukovat
az 6 miliont readii o délce 400 bp. Tento ptistroj vyuziva Cip lon 318. Oproti tomu piistroj
pouzivajici ¢ip Ion PI, ktery dostal typové oznaceni lon Proton, produkuje az 80 milionii
readt o délce 200 bp ve stejném case, nebo 10-14 Gb za jeden sekvenacni run. Nejnovéjsi lon
PII ¢ip vhodny pro transkriptomové sekvenovani by mél vyprodukovat az 300 milionti readd
o délce 100 bazi. K vyznamnému zptfesnéni analyz by meéla také pfispét nové vyvijena

polymeréaza nazvana Hi-Q, u niz je vyrobcem uvadéna az o 90 % mensi chybovost. (36).

Citliva vrstva
Senzor

Zdroj Detektor
Kiemikova desticka

Obr. 7: Schématické znazornéni detektoru piistroje lon Torrent (76, pfevzato a upraveno)
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4.2.5 Ostatni platformy

Mimo zde popsané platformy vSak dochazi k vyvoji platforem novych, které vSak
zatim nenasly masivni uplatnéni v molekularné genetickych provozech. Mezi jejich spolecny
znak patii skutecnost, Ze nevyzaduji amplifikac¢ni krok a k sekvenovani jim tak staci jedina
molekula DNA. Pokud budeme skupinu vyse popsanych sekvenacnich technologii nazyvat
druhou generaci sekvenovani, 1ze bezpochyby bezamplifika¢ni sekvena¢ni metody oznacit za
generaci tieti. Jak jiz bylo zminéno, tyto metody nevyuzivaji pted vlastnim sekvenovanim
zadny amplifika¢ni krok, coz zkracuje dobu piipravy DNA, redukuje cenu, snizuje chybovost
pramenici z amplifikace, umoziuje vyssi flexibilitu v délce Cteni a presnou kvantifikaci DNA
molekul, protoze signal je zaznamendvan v redlném case. Mezi tyto platformy patii

technologie vyvijené spole¢nostmi Oxford Nanopore a Pacific Biosciences (34-36).

Spolecnost Oxford Nanopore Technologies Se zamétuje na co nejsnadnéjsi pripravu
vzorkll a celého sekvenacniho postupu. K analyze DNA vyuzivé protaZeni jeji molekuly pres
systém biologickych nanopdrl tvotenych proteiny (obrazek 8). Tyto nanopéry jsou spolu se
systémem nadrzek a polymernich membran soucasti analyza¢niho Cipu. Ve chvili, kdy projde
ur¢itym nanoporem cast DNA se specifickym nukleotidem, dojde ke zmén¢ vodivosti celého
obvodu. Tato zména je zméfena a je specificky vyhodnocena pro kazdy typ nukleotidu.
Ztejm¢ nejzajimavé€jsi technologii této spolecnosti je sekvenator MinlON o velikosti USB
klicenky, ktery na principu nanopoérového sekvenovani umoznuje jednomolekulovou DNA
analyzu. Pfistroj obsahuje senzorovy ¢ip a rozvétveny analyzator na bazi mikrofluidiky, ktery
vyuziva znalosti o proudéni kapalin v zafizenich s miniaturnimi rozméry. Zafizeni je pies

USB rozhrani ptipojitelné k béZznému stolnimu pocitaci ¢i notebooku, na némz je nainstalovan

ptislusny software (34-36).

Obr. 8 : Prichod DNA nanopoérem pfi sekvenovani platformou Oxford Nanopore (76)

24




Spole¢nost Pacific Biosciences vyuziva ve svych sekvenatorech technologii
sekvenovani jednotlivych DNA molekul v realném case (Single Molecule Real-Time
sequencing, SMRT) na principu ZMW (Zero Mode Waveguide), pii ném jsou jednotliva
vlakna DNA uchycena v dutinach ZMW ¢ipu o praméru 70 nm. Na dn¢ kazdé¢ dutiny je tak
umistén jednoietézcovy templat spolu s DNA polymerazou. Metoda vyuziva fluorescencné
znacené deoxyribonukleotidy. Na fosfatovou skupinu kazdého nukleotidu je navazana jedna
ze Ctyf specifickych fluorescencnich barev. Pii zaclenéni komplementarniho nukleotidu je
specificky svételny signal zaznamenan detektorem a nasledn¢ dojde k odstranéni fluoroforu
z fosfatové skupiny. Tim muze dojit k zaclenéni dal$iho nukleotidu (obrazek 9). Timto
postupem je mozné precist az 10 nukleotidli za sekundu, pticemz délka ¢tenych fragmentii

mize byt i vice nez 10 kb (35,36).

Obr. 9: Metoda sekvenovani jednotlivych DNA molekul v realném ¢ase - SMRT (52)

Firma pfi pouziti DNA polymerazy oznacené P6 a chemie oznacené C4 garantuje
ziskat v priméru 10 kb dlouhé ready, ale i ready piesahujici 40 kb. Nova sekvenaéni chemie
vytvaii jakési ,,ochranné leSeni®, které zabranuje fyzickému kontaktu mezi enzymem a
fluoroforem a tim moznému poskozeni enzymu. Podle spole¢nosti byla fotodestrukce pfi
sekvenovani omezena do té miry, Ze jedinym limitujicim faktorem pro délku cteni je kvalita
neobsahuji zddné poskozeni, jez by vedlo ve svém dusledku k pred¢asnému ukonceni cteni.
V soucasnosti pouzivany piistroj PacBio RSII vyuZivajici technologii SMRT dokaze
vyprodukovat okolo 50 tisic readd ¢i asi 400 milionti bazi za jeden sekvenaéni bé&h.
Spolecnosti Pacific Bioscience byl také vyvinut systtm HGAP (Hierarchical Genome
Assembly Process), ktery umoznuje kompletni a piesné sestaveni sekvence z takto dlouhych

readu (36,37).
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4.3 Pristupy k sekvenovani

Kazdé pracovisté, které chce zavést nékterou z NGS metod, musi peclivé uvazit
vSechny jeji aspekty, predevSim piistup k sekvenovani, ktery bude vyuzivat a porovnat
vyhody a nevyhody dostupnych platforem. Pochopiteln€ je nutné zvolit jinou platformu pro
védecka pracovi§té a jinou pro rutinni provozy. Casto je samoziejmé pii koupi nového
pfistroje zohlediiovana kupni cena, ale je velmi dulezité také to, zda bude mit kapacita
pfistroje na daném oddé¢leni dostatecné uplatnéni. Je nutné kalkulovat také cenu reagencii a
V neposledni tfadé¢ je nutné pocitat s dostatecnym mnozstvim pracovniki, ktefi budou
sekvena¢ni experimenty pfipravovat, provadét a vyhodnocovat. Je nutné také pocitat s jejich
edukaci v této oblasti. S narGistem mnozstvi ziskanych sekvenacnich dat jsou navic kladeny
vys$$i naroky nejen na bioinformatiky, ale 1 na dostate¢né pocitacové vybaveni pro vSechny,
kdo budou se sekvenacnimi daty pracovat. Pfi spravném vybéru a vyuZiti jsou NGS
technologie vybornym néstrojem, ktery umoznuje velmi rozsifit spektrum analyzovanych
gent, coz je jednozna¢né vyzvou k zajisténi dostateCnych preventivnich a 1é¢ebnych postupti

pro rizikové pacienty.

4.3.1 Celogenomové sekvenovani

Cena sekvenovani lidského genomu je dnes mnohonasobné niz$i, nez tomu bylo pted
nckolika lety. I ptfesto je tento pfistup pro svou €asovou i finan¢ni narocnost stale predurcen
spiSe pro vyzkumnd pracovi$té, nez k rutinnimu klinickému pouziti a jednd se stale o
minoritni aplika¢ni oblast. Nezanedbatelné je také ohromné mnozstvi ziskanych dat, které by
bylo nutné zpracovat a kterd by casto zistala bez klinického vyuziti. Vyhodou
celogenomového sekvenovani je hlavné skutecnost, Ze je piectena celd chromozomalni DNA
a to vcetné¢ promotorovych a regulacnich sekvenci. Nejvétsi vyznam tak ma tato metoda

v identifikaci novych a vzacné se vyskytujicich mutaci (45).

4.3.2 Exomové sekvenovani

Exomové sekvenovani lze oznalit za ur€ity typ cileného sekvenovani, které¢ spojuje
vyhody sekvenovani celogenomového a cileného. Na rozdil od celogenomového sekvenovani
jsou pfi ném vSak sekvenovany pouze kodujici oblasti DNA, tedy exony kodujici proteiny.
V praxi rozliSujeme dva typy exoml — kompletni exom, kdy sekvenujeme vSech cca 20 tisic

genl ¢i tzv. klinicky exom (mendeliom), ktery zahrnuje vySetfeni 2-4 tisic gend zndmych
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v souvislosti s nékterym z dédi¢nych onemocnéni. Jelikoz lidsky exom piedstavuje asi 1 %
celého genomu, jeho sekvenovanim dochazi k vyraznému snizeni nakladi i potiebného casu
V porovndni s celogenomovym sekvenovanim. Nezanedbatelné je také vyS$i pokryti
(coverage) sekvenovanych tuseki. Tyto vyhody pieduréuji exomové sekvenovani K pouziti na

mnohem vét§im mnozstvi pracovist’, nez je tomu u celogenomového sekvenovani (45).

4.3.3 Cilené sekvenovani (targeted sequencing)

Metoda idealni pro sekvenovani velkého poctu vzorkli umoziuje sekvenaci pouze
vybranych genti ¢i oblasti jediného genu spojeného s dédicnym onemocnénim (napf.
nadorova onemocnéni, kardiomyopatie, cysticka fibroza apod.). Pro tuto metodu sekvenace
lze zakoupit komeréni kit sjiz pevné zvolenym panelem vySetfovanych gend, nebo si
laboratof miize sama zvolit, které geny bude vramci panelu vysetfovat. Pro cilené
sekvenovani se hodi jednoduché stolni sekvenatory typu MiSeq ¢i 454 GS Junior. Tento
pfistup je nejsnadnéjSi cestou, jak na klinickém pracovisti nahradit klasické kapilarni

sekvenovani NGS technologii (5, 45).

4.3.4 Transkriptomové sekvenovani

Analyza transkriptomu je jednou z nejdulezitéjsich metod pro kompletni molekularni
charakteristiku zejména u nadorovych onemocnéni. Transkriptom je kompletnim souhrnem
vSech molekul ribonukleové kyseliny (tRNA, rRNA, mRNA i dalSich nekodujicih RNA
molekul) v bunétné populaci ¢i konkrétni bunice. Zatimco genom se v kazdé buice nachazi
V podstaté pouze jeden, transkriptom oproti tomu odrazi aktualni stav dané bunky. Jeho
sekvenovani je tedy velmi vyuzitelné pro detekci genovych fuzi, alternativnich sesttihovych
variant ¢i somatickych mutaci. Hluboké transkriptomové sekvenovani dnes umoziuje
identifikovat i dodnes neznamé transkripty a ziskat také informaci o transkripci jednotlivych
geni mnohem pfesnéji, nez pomoci dodnes pouzivanych metod. Pfed samotnym
sekvenovanim je vyizolovand RNA pievedena pomoci reverzni transkriptdzy na cDNA, ktera

je nasledné sekvenovana (45).
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4.4 Porovnani jednotlivych NGS platforem

V poslednich nékolika letech jsme v oblasti sekvenovani svédky ohromného
technologického rozvoje. Jednotlivé firmy mezi sebou soutézi o misto na trhu se
sekvenacnimi pfistroji 1 sekvenacni chemii. Vznikaji nové pfistroje, které si kladou za cil
eliminovat nevyhody pfistroji predchozich. Pfedevsim se jedna o snizeni chybovosti Cteni,
zlevnéni, zrychleni a zjednoduseni celého sekvenaéniho postupu. Pravé jednoduchost obsluhy
a relativné nizkd cena stolnich sekvendtorti je jednim z divodl, pro¢ si dnes nachazeji
uplatnéni na velkém mnozstvi klinickych pracovist' a neni daleko chvile, kdy zcela jisté
vytésni klasické metody sekvenovani. Nové technologie vSak stale maji nékolik nevyhod,
mezi néz patii predevsim jejich chybovost ve srovnani s klasickou metodou sekvenace a casto

vvvvvv

sekvence.

4.4.1 Chybovost NGS platforem

Jednim z nejvétSich problémi, se kterymi se Vv praxi pii sekvenovani nové generace
setkavame, je jeho chybovost. Prvni skupina chyb vychazi z chybovosti samotné DNA
polymerazy pfi syntéze komplementarniho vldkna a je spolecnd pro vSechny platformy, které
vyuzivaji PCR amplifikaci. Druha skupina chyb je specifickd pro kazdou platformu,
respektive pro technologii, ktera je pii sekvenovani pouzita. VéEtSina dnes dostupnych
platforem dokonce vykazuje vyS$i chybovost ve srovnéni se Sangerovou metodou. Ziejme
nejvice problému zplsobuje sekvenatorim cteni v homopolymerech, dale pak tseky, v nichz
doslo k deleci ¢i inzerci ¢asti DNA fetézce. V tabulce €. 1 jsou uvedeny primarni zdroje chyb,
které jsou specifické pro kazdou platformu a vychdzeji z pouzité technologie. Napiiklad
technologie ION Torrent je nastavena tak, ze pfi inkorporaci dvou stejnych po sobé jdoucich
nukleotid do syntetizované¢ho vldkna, signdl u druhého nukleotidu vzroste a senzor tak

zaznamena dva stejné nukleotidy (70).

Pravé tento na prvni pohled sofistikovany mechanismus je pfi¢inou chybovosti ¢teni
Vv delsich homopolymerech. Signal je totiz mozné zvySovat jen do urcité miry a od 4. stejného
nukleotidu jiz nedochazi kjeho narlstu, coz vede kchybé. Chybovost pii cteni
Vv sekvenatorech nové generace je kompenzovdna mnohondsobnym pokrytim ¢tenych useki

(coverage). Zjednodusené feceno je kazdy fragment piecten opakované, aby bylo mozné ve
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vysledku vyfiltrovat mensi procento téch, které se 1isi. Coverage by v ptipad¢ sekvenace DNA
z diploidniho organismu méla byt vyssi, nez 10x, abychom odlisili sekvenacni chybu od
heterozygota. Konecné tieti a posledni skupina moznych chyb vychazi z pouzitého vstupniho
materidlu. Pokud zpracovavame normalni tkan, Ize predpokladat, ze genom vSech bunck bude
identicky. To vSak nemusi platit napt. pro mitochondridlni DNA ¢i tkan nadorovou, v niz je

skupina bun¢k postizena somatickou mutaci (15, 70).

Tab. 1: Porovnani chybovosti dostupnych NGS platforem (70)

Sekvenator: Primérni zdroj chyb: Chybovost pfi jednom | Celkova
pruchodu (%) chybovost (%)

3730xI (kapilarni sekvenovani) | substituce 0,1-1 0,1-1

454 v§echny modely indel 1 1

Illumina v§echny modely substituce ~0,1 ~0,1

lon Torrent — viechny &ipy indel ~1 ~1

SOL.iD — 5500x]| A-T bias ~5 <0,1

Oxford Nanopore delece >4* 4*

PacBio RS indel ~13 <l

4.4.2 Délka sekvenovanych fragmenth

Dalsi nevyhodou novych platforem je Casto kratka délka ¢tenych tsekt. Nejen pro
de novo sekvenovani je naopak velmi vyhodné, kdyz mame délky sekvenovanych fragmentt
co nejvetsi z divodu snazsiho sestaveni ptivodni sekvence. Tato starost nam castecné odpada
Vv ptipad€, Zze chceme pifedevSim provadét resekvenovani, kdy zname referencni sekvenci
a muzeme se tak zaméfit na dalSi parametry piistroje, jakymi jsou cena, délka sekvenacniho
béhu, propustnost apod. Na zakladé porovnani dalsich tidajt, které jsou shrnuty v tabulce 2,
muizeme konstatovat, ze pro resekvenovani a cilené sekvenovani se v celkovém porovnani
jevi jako nejlepsi platforma Illumina. I pfes pomérné kratkou délku ¢tenych fragmentd se
[llumina stava postupné jedni¢kou na trhu s NGS pfistroji pro rutinni diagnostiku, coZ je dano
predevsim jejich vysokou propustnosti, tedy mnozstvi pteétenych bazi za jeden sekvenaé¢ni

béh a v neposledni fadé také nizkou provozni cenou v porovnani s ostatnimi ptistroji (33, 38).

Spole¢nost Illumina také nabizi v ramci zékladniho softwaru pfistup ke cloudovému
prostiedi Illumina BaseSpace (https://basespace.illumina.com/home/sequence), ktery
umoziuje piimé online ukladani dat ze sekvenatoru, jejich sdileni v rdmci pracovni skupiny i
jednoduché nastroje pro kontrolu a zakladni zpracovani ziskanych dat. Pro de novo

sekvenovani, kde bychom byli ¢aste¢né omezeni délkou fragmentt, Ize naopak s vyhodou
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https://basespace.illumina.com/home/sequence

vyuzit napiiklad platformu 454 Life technologies, ktera poskytuje primérnou délku cteni

priblizn¢ 700 bazi, ptipadné¢ nékterou z metod tieti generace sekvenovani. Nejvetsi presnosti

lze dosdhnout pfi vyuziti platformy Solid. Na nékterych pracovistich je tak vhodné

kombinovat n¢kolik NGS platforem. (33, 38).

Tab. 2: Porovnani parametra dostupnych NGS platforem (70)

t

2 3 g =
£ < = 6 Q
E o2 = 3 £ g 5 g
e S 2 £ 3 g2 2 ] = 8
- £ & = Q T o Se o M aa
& g2 a £ o328 & b £3®
3730xI Sangerova metoda 400-900 1 20 min — 3 1.9- 99.999 95 000
hod 84 Kb
HiSeq 2500 Sekvenace syntézou 36/50/100 3x10° 2-11 dni 600 Gb >99 740 000
MiSeq Sekvenace syntézou 25/36/100/150/250 1,7 x 4-27 hodin 8,5 Gb >99 125 000
10’
454 GS FLX+ Pyrosekvenovani 700 1x10° 23 hodin 0,7 Gb 99,997 450 000
454 GS Junior  Pyrosekvenovani 400 1x10° 10 hodin 0,035Gb  >99 108 000
5500 Solid Ligace 75+35 1,4 x 7 dni 90 Gb 99,99 350 000
10°
5500xI Solid Ligace 75+35 2,8x 7 dni 180 Gb 99,99 595 000
10°
lon Personal Sekvenace syntézou/  35/200/400 1,2x10" 2 hodiny 2Gb >99 80 000
Genome Protonova detekce
Machine
(PGM)
lon Proton Sekvenace syntézouw/  >200 6-8x10" 2 hodiny 10 >99 243000
Chip I/11 Protonova detekce Gb/100
Gb
PacBio RS Jednomolekulové ~ 3000 5x10* 2 hodiny 13 Gb 84-85 750 000
sekvenovani
V realném Case
(SMRT)
gridiION Nanoporové Desitky kB 0,4- Podle Desitky 96 -
exonukleasové 1x10"  experimentu Gb
sekvenovani
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5. ANALYZA SEKVENACNICH DAT

vvvvv rowr Vrowew

Jednou z nejslozitéjsi ¢asti NGS procest, ne-li tou viibec nejslozitéjsi, je vyhodnoceni
ziskanych sekvenacnich dat. Jejich objem je dnes bohuzel Casto tak velky, Ze prevySuje
kapacitni moznosti laboratornich provozii a ¢ast dat tak nc¢kdy zhstane bez dostatecného
vyhodnoceni, natoz interpretace. Mnozstvi dat klade velké naroky na bioinformatiky, kteti
musi vramci analyzy sekvenacnich dat tizce spolupracovat s laboratornimi i klinickymi
pracovniky molekularné genetickych pracovist. Analyzu dat ziskanych sekvenovadnim nové
generace mizeme rozdélit na 3 faze, které jsou znazornény na obrazku 10. Jelikoz data pro
praktickou cast této diplomové prace byla ziskdna na sekvendtorech spolecnosti Illumina,
bude v této Casti popsana piedevsim analyza dat na této platformé pii znalosti referenéni

sekvence.

sekundarni analyza tercialni analyza

primarni analyza

- filtrovani readi podle kvality

- porovnavani vzorkl vzajemné,

- pfevod signalu detektoru na ATCG e
- filtrovani variant

o ) e - alignment/assembly readt
-vypocet kvality ke kazdé bazi

- porovnani s referencni sekvenci - spojovani genotypu s fenotypem

Obr. 10 : Postup pti analyze dat ziskanych sekvenovanim nové generace

5.1 Primarni analyza — ptevod signalu na data

Primarni analyzu dat zajistuje samotny sekvenator, Vv némz dochazi k prevedeni
svételného ¢i chemického signalu detektoru na ctyfpismeny kod a k vypoctu kvality pro
ziskana data. Tato data mohou byt ukladdna lokalné na pevny disk, pfipojeny server
s diskovym polem ¢i jsou odesildna na sitovy server a jsou tak piistupnad prostiednictvim
webového rozhrani. Vystupem ze sekvenatoru Illumina HiSeq jsou fotografie prutokové
komiirky ve vysokém rozliSeni, které jsou na pfipojeném serveru pievadény na soubory ve

formatu FASTQ. Vystupem ze sekvenatoru Illumina MiSeq je jiz pfimo soubor ve FASTQ
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formatu. Soubor ve formatu FASTQ ma standardni ctyifadkovou strukturu, ktera je

zndzornéna na obrazku 11.

ID sekvence ‘

@FORJUSP@2AIWD1
CCGTCAATTCATTTAAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGT
+

AAAAAAAAAAAA:|:D9@: :: : ??@@: : FFAAAAACCAA: : : : BB@@?A?

EY

’ O skoére (jako ASCII symbol)

‘ Baze=T, 0=":'=25

Obr. 11: Schéma struktury FASTQ souboru s vyuzitim kodovani lllumina v1.8 (40, pfevzato a upraveno)

Rédek 1: Zacina symbolem @ a obsahuje pfesné informaci o sekvenci, véetn¢ pouzitého

pfistroje a umisténi klastru na sekvenacni komurce.

Prvni Fadek tak miiZze mit napriklad tvar:

@EAS141:123:FB716VJ:2:5:1000:12850 1:Y:18:ATCACG

EAS141 Unikatni identifikace pfistroje

123 Cislo b&hu pfistroje

FB716VJ Identifikace pritokové komurky

2 Cislo drahy na komiirce

5 Cislo dlazdice v draze na komiirce

1000 X-soutadnice klastru

12850 y-soufadnice klastru

1 Pouze pii parovém cteni, oznacuje ¢islo readu 1 ¢i 2
Y Pokud byl read filtrovan Y-yes (ano), N-no (ne)
18 Pocet kontrol, 0 znamena zadna kontrola
ATCACG | Sekvence indexu

Radek 2: Samotna sekvence ve formatu IUPAC nomenklatury
(... ACTGCTGAAATTCGATCCA...%)

Radek 3:  Za¢ina symbolem + a miize obsahovat dalii informace o sekvenci.

Radek 4:  Obsahuje informaci o kvalitd piecteni dané baze - Phred Quality Scores (Q).
Tato hodnota se vypocita podle vzorce Q = —10 logio(P) a vétsinou dosahuje
hodnot 1 az 41. Hodnota P znaci pravdépodobnost, se kterou byla dana baze

prectena chybng. Pokud je tedy napiiklad hodnota Q rovna 3, potom je 50%
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Sance, ze byla baze prectena Spatn€. Pokud Q = 0, potom P = 1, coz znamena, ze
baze byla s jistotou Spatné ptectena. Tento piipad je vSak raritni zalezitosti a
V praxi se nejcastéji setkdme s nejniz$i hodnotou Q = 2 (P = 0,63). Aby bylo
mozné pro zapis kvality pouzit pouze jednu fadku, je zvoleno nahrazeni Cislic
ASCII kodem (39). Od zavedeni hodnoceni Illumina verze 1.8 je pouzito
kédovani Phred+33. To znamena, Ze symboly pro oznaceni Q jsou od
klasického ASCII kédu posunuty o 33 pozic. U starSich verzi bylo pouzito
kodovani Phred+64 s posunutim o 64 pozic. Rozdil v kédovani obéma zplisoby

je znazornén na obrazku 12.

Sanger, lllumina v1.3 to 1.7 (ASCII_BASE=64)

Q ASCII P Q ASCII P Q ASCIH P Q ASCII P

1 A 8.79433 12 L B.8631e 23 W B.8e581 34 b a.eaad4a
2 B B.63896 13 M @.e5e12 24 X B.88398 35 [ B.eaa32
3 C 8.58119 14 N 8.83981 25 Y B.88316 36 d 8.88825
4 D 8.39811 15 0 8.83162 26 i 8.88251 37 e a.ea828
5 E 8.31623 16 P @.82512 27 [ @.8a268 38 f a.8ea16
[ F 8.25119 17 Q @.81995 28 \ B.88158 39 B 8.88013
7 G @8.19953 138 R @.81585 29 1 B.8e126 48 h B.eaa1e
8 H @8.15849 19 5 @.81259 38 ~ B.aelea

9 I @.12589 28 17 a.aleaa 31 _ @.eaa79

1@ ] @.leaas 21 u 8.8a794 32 N B.8e863

11 K 8.87943 22 s 8.88631 33 a @.aea58

lllumina v1.8 and later (ASCII_BASE=33)

Q ASCII P Q ASCII P Q ASCII P Q ASCII P

1 " 8.79433 12 = 8.86310 23 8 B.ea581 34 C a.eaade
2 # B.63896 13 E @.85812 24 9 @.8a398 35 ] a.eea32
3 % 8.58119 14 / B.83981 25 : B.88316 36 E 8.88825
4 * 8.39811 15 2] 8.83162 26 3 8.88251 37 F a.eaa28
5 & B8.31623 16 1 8.82512 27 < a.aa2e0 38 G @.88016
3 ! @8.25119 17 2 @.81935 28 = 8.88153 39 H @.88813
7 ( 8.19953 138 3 @.81585 29 > B.e8a8l26 48 I 2.ea810
8 )] @8.15849 19 4 @.81259 38 ? a.aalea 41 ] @.eaees
9 b 8.12589 28 5 a.aleee 31 @ B.eea79

1@ + a.leaas 21 6 B.8a794 32 A B.ee863

11 5 8.87943 22 7 8.88631 33 B @.aaa58

Obr. 12: Pfevodni tabulka pro ASCII kddovani vyuzivané pro hodnoceni kvality [llumina v1.3 a v1.8 (39)

5.2 Sekundarni analyza — filtrovani @ mapovani readi

Data ziskana NGS sekvenovanim obsahuji chyby, které mohou byt zplisobeny bud’
pfipravou knihoven ¢i samotnym sekvenovanim. Kvalitu ziskanych dat je moZné a dokonce
vhodné zkontrolovat nékterym ze zdarma dostupnych nastrojii. Tim nejpouzivanéj$Sim je
ziejm¢ nastroj FastQC, ktery po importovani FASTQ souboru umoZituje kromé zékladnich
statistik 1 grafické znazornéni né€kolika kvalitativnich parametri sekvenovaného tseku. Mezi
ty nejdulezitéjsi patii Phred kvalita bazi na kazdé pozici readu, pfitomnost adaptérd, obsah
GC ¢i pritomnost duplikovanych sekvenci. Na obrazku 13 vidime typicky piiklad rozlozeni

kvality ¢teni bazi v jednotlivych readech v programu FastQC.
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Basic Statistics

Qualty scores across all bases (Tlumina 1.5 sncoding)

Per base sequence quality
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Obr. 13: Box-whisker graf zobrazujici kvalitu FASTQ souboru v programu FastQC
Modra linie ukazuje priumérnou kvalitu, cervené cary oznacuji median, zluty box oznacuje kvartil pro 25-75 %,
whiskery predstavuji spodnich 10 % a hornich 90 %.

Se zvySujicim se po¢tem bazi dochazi k poklesu Phred Score. Pokud dojde k poklesu
pod stanovenou mez, ¢i objevime zadvazné&jsi problém (naptiklad pfitomnost adaptért), 1ze na
FASTQ soubor pouzit néktery z volné dostupnych nastroji, jakym je napiiklad FASTX-
Toolkit pracujicici s piikazovou tadkou. Ten dokaze po zadani vhodnych parametrd nase
nekvalitni ready opravit. Naptiklad funkce ,,fastx_clipper dokaze po zadani sekvence
prebyteéného adaptéru tuto sekvenci odstranit ze vSech nasich readl (obrazek 14). Jednou z
nevyhod tohoto nastroje pro bézného uzivatele vSak mize byt skutecnost, Ze nepodporuje

operacni systém Windows, ale pouze systémy Linux ¢i MacOS (42).

Clipping Illustration:

Sequences inlibrary
mmm Detected adapter sequences

Clipping Example:

>1
ATGTAATGTTTATATATATCGTAAATCCAACACAAT

>2 2
TATTTTGGAATTCCACGACCCTGTAGGCACCATCAA TATTTTGCAATTCCACGACE
>3

>3
ACGTTGTTCGGTGCGTCCTGAACTGTAGGCACCATC ACGTTGTTCGETGCGTCOTGAA

>4 >4
TTICTTCTTATCTCTTCGAGTCTGTAGGCACCATCA > TTICTTCTTATCTCTTCGAGT
>5

TGGAACTTGCTGTAGGCACCATCATTATTTATATAA

>6 >6
TTTACCGGAAGCATAACTCTTCTGTAGGCACCATCA TTTACCGGAAGCATAACTCTT
>7 >7
TGTATTAGCGGTGGGGCCCGACTGTAGGCACCATCA TGTATTAGCGGTGGGGCCCGA

Obr. 14: Ukazka odstranéni piebyte¢nych sekvenci adaptérii nastrojem FASTX-Toolkit (42)

Read ¢. 1 byl odstranén z operace, jelikoz neobsahoval adaptérovou sekvenci. Read ¢ 5 byl odstranén, jelikoz
mimo adaptérové sekvence obsahoval méné nez 15 nukleotidii (nastaveny parametr minimalni délky). Ostaini

ready byly opraveny odstranénim sekvence adaptéru.
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Tim, Ze pfed sestavovanim sekvence ze ziskanych readt vyfiltrujeme ready o Spatné
kvalité, snizime moznost zkresleni vysledkli. Z vybranych readi, jejichz kvalita neklesne pod
uréitou stanovenou mez, mizeme pomoci softwarovych nastroji rekonstituovat plvodni
sekvenci. Alignment neboli mapovani readt je soucast analyzy dat ziskanych tzv.
resekvenovanim. Tedy sekvenovani, pii némz zname referencni sekvenci, s niz nasi sekvenci
porovnavame. Sekvenovani vice jedinct stejného druhu navic umoziiuje mimo porovnani
s referencéni sekvenci také porovnani jedinci mezi sebou. Jakmile se ndm podaii ready
poskladat do kompletni sekvence, mizeme hledat varia¢ni rozdily, jakymi jsou napiiklad

SNPs.

Na rozdil od sestavovani pivodni sekvence po de novo sekvenovani, se pfi
resekvenovani jednd o pomérné jednoduchy proces, ktery mé vsak fadu tskali. Tim prvnim je,
ze délka referen¢ni sekvence v piipad¢ sekvenovani lidské DNA muze byt napi. i 3 x 10° bazi,
zatimco délka naSich readd se pohybuje podle pouzité platformy pramérné asi kolem 300
bazi. Je tedy velka Sance, Ze podobnych tsekl, kam by na$ read mohl patfit, najdeme na
referenéni sekvenci hned nékolik. Tato pravdépodobnost se jeSté zvySuje v piipadé
repetitivnich sekvenci. Navic, abychom odhalili variaéni rozdily oproti referen¢ni sekvenci, je
nutné povolit uréitou nepiesnost mezi obéma sekvencemi. Stejné tomu je i u chybovosti
sekvenovani, kdy musime tolerovat ur¢itou chybovost ¢teni a pokusit se odlisit ji od skute¢né

varianty genu. Piitazovani readi k referen¢ni sekvenci je znazornéno na obrazku 15.

CACGTTGTGTCGCCTCACTACGGTGGTGAGGTGACGCTTA Referencni sekvence

GTTGTGCCGCCTCACTACGGTGGTGAG Read
CACGTTGTGCCGCCTCACTACGGTGGTGA Read

ACGTTGTGCCGCCTCACTACGGTGGTG Read ¢. 1
CGTTGTGTCGCCTCACTACGGTGGTGA Read ¢&. 2
GTTGTGCCGCCTCACTACGGTGGTGAG Read &. 3
CGTTGTGCCGCCTCACTACGGTGGTGAG Read ¢&. 14
GTTGTGTCGCCTCACTACGGTGGTGAG Read &. 5

&, 6

c. 7

Obr. 15: Pfitazovani (alignment) readt k referenéni sekvenci
Sedm kratkych readii bylo prirazeno k referencni sekvenci. I presto, Ze 2 ready se kompletné shoduji s referencni
sekvenci, ostatnich 5 se lisi od referencni sekvence V jednom nukleotidu. Lze tak predpoklidat, Ze se v tomto
pripadé jednd o SNV.
Poté, co se nam podati sestavit pivodni sekvenci vySetfovaného vzorku, je dal§im
krokem sekundarni analyzy detekce variant, tedy odchylek od sekvence referen¢ni. Tyto
odchylky mohou byt na urovni jednotlivych bazi (inzerce, delece, substituce) nebo se mize

jednat o vétsi zmény (translokace, transverze ¢i CNV). Typickym vystupem sekundarni
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analyzy je soubor typu VCF. VCF format byl vytvofen v ramci projektu 1000 Genomes
(http://www.1000genomes.org/) jako zptisob uchovani informaci o variantach a je od té doby
povazovan za standardni zplisob ukladani téchto dat. VCF soubory obsahuji text ve formatu
ASCII, ktery je rozdélen na dvé hlavni ¢asti. Prvni ¢asti souboru je hlavicka, kterd obsahuje
informaci o verzi VCF, definované filtry a dalsi technické tdaje. Za ni nasleduje samotna

tabulka s nalezenymi variantami.

5.3 Tercialni analyza — spojeni genotypu s fenotypem

Diky této posledni fazi analyzy dat l1ze propojit data popisujici pacientiv genotyp s jeho
fenotypem pomoci analytickych a genetickych nastroji. Tercialni analyza jiz neni tolik
narocnd, jako analyzy ptfedchozi a lze ji tak provadét na vykonnéjSich osobnich pocitacich.
V této posledni fazi analyzy dat by na zakladé predchozich krokt mélo dojit k interpretaci
zanalyzovanych dat, tedy Cinit zavéry vyplyvajici z daného experimentu. V podstaté se jedna
o porovnani vice sekvenovanych vzorkd a hlubSi analyzu ziskanych sekvenci. Jelikoz se
proces lisi podle aplikace, nemiize byt nijak standardizovany. Jinak budeme postupovat pii de
novo sekvenacich a jinak pfi resekvenovani, pii némz mizeme porovnavat ziskané sekvence
se sekvenci referen¢ni. Jednim z programi, ktery pracuje se soubory typu VCF je Illumina

Variant Studio (Illumina, USA; obrazek 16).

V tomto programu jsou po vlozeni souboru s daty urcitého pacienta v tabulce vypsany
nalezené varianty, jejich typ (inserce, delece ¢i snv), genotyp (heterozygot-het, homozygot-
hom, pfipadné somatickd mutace-som), oznaceni, pozice na genu, frekvence alely v riznych
populacich a dalsi dualezité informace. Po naimportovani nasleduje provedeni filtrace
nalezenych variant. V zélozce ,,Variants* 1ze podle uvazeni nastavit filtr podle nedostate¢né
kvality ¢i hloubky cteni. Pfipadné pouzit automatickou filtraci zvolenim ,,Pass filter*, ktera
provede filtraci podle vyrobcem piednastavenych parametrii kvality jako je frekvence minor
alely, hloubka ¢teni a kvalita sekvenace. Po filtraci dat je mozZné pfiistoupit k ,,annotaci®. Tato
funkce vyhledd a pfifadi znamé informace ke kazdé z nalezenych variant vcetné odkazu na

databazi variant (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP).
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S WML_S3 G i (20, 134) > (26, 189)

Obr. 16: Prostiedi aplikace Illumina Variant Studio 2.2.1

Bioanalytici, ktefi zpracovavaji obrovské mnozstvi dat, at’ uz z celogenomového,
exomového ¢i cileného sekvenovani panelu genti, si musi byt dostatecné védomi fady uskali,
které s sebou masivni paralelni sekvenovani piinasi. Ty nejdulezitéj$i mizeme shrnout do ¢tyt

nasledujicich bodu (43):

1) Poditat s moZnosti nekompletniho pokryti sekvenovaného useku, které muze
zpusobit faleSné€ negativni vysledek analyzy

2) Znat mozné zdroje faleSné pozitivnich vysledki a pokusit se o jejich omezeni

3) Identifikovat mozné kauzalni mutace mezi stovkami az tisici nalezenych variant

4) VyuZiti rodokment a genotypovych informaci pri analyze piibuznych
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6. APLIKACE NGS V KLINICKE PRAXI

Ptistroje na principu masivniho paralelniho sekvenovani za 10 let své existence nasly
uplatnéni na fadé¢ klinickych pracovist’ a usnadnily molekularné genetickou diagnostiku nejen
postnatalni, ale také prenatalni a dokonce preimplanta¢ni. Mimo jiné jsou vyuzivany v oblasti
farmakogenetiky, vyzkumu a stanovovani prognézy u nadorovych onemocnéni, detekci
chromozomalnich aberaci ¢i k vySetfeni monogennich chorob. Klasickd molekularné
genetickd diagnostika se v piipad¢ prevalentnich mutaci opird piedevSim o vySetieni
specifickych tsekti nukleové kyseliny metodami, jako je restrikéni analyza ¢i alelové
specifickd PCR. V ptipadé¢, ze je ve vySetfovaném genu pravdépodobnost vyskytu privatni
mutace, je vhodné zvolit sekvenaéni analyzu celého vySetfovaného tseku. Pro detekci
rozsahlejSich deleci ¢i ptestaveb je vhodné jesté doplnéni o MLPA metodu (Multiplex
Ligation Probe Amplification). Idedlnim postupem pfi vySetfovani mutaci je vSak analyza

DNA spolu s cDNA, ktera vznika piepisem RNA reverzni transkriptazou (44).

Pfi¢inou toho, ze cDNA neni ve vétSin€ piipadi vySetfovdna je nejen financni
1 manualni naro¢nost vysetieni, ale také prosta skutecnost, ze RNA se V pripad¢ nckterych
genu Vyskytuje pouze v ur€itych tkanich a neni tak snadné a ¢asto ani mozné cDNA ziskat.
Jak ukézaly mnohé studie, sou¢asné NGS technologie dokazi nahradit nejen soucasnou
sekvenacni technologii, ale 1 vétSinu dnes pouzivanych technik, véetné MLPA za kratsi ¢as a
pii nizsich ndkladech. Pomoci nového sekvenovani jiz byla navic objasnéna fada diagnoéz,
u nichz nebylo mozné do té doby dostupnymi metodami odhalit kauzalni mutace. Byla také
prokazana moznost NGS metod detekovat chromozomélni mozaiky, nezachytitelné metodou
a-CGH ¢i QFPCR ve vzorku tkanové DNA (46-49). V nasledujici ¢asti jsou popsany piiklady
jen malé skupiny onemocnéni, pro jejichZz vyzkum a diagnostiku jsou jiz dnes vyznamnym

pfinosem.
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6.1 Nadorova NGS diagnostika

Nédorové onemocnéni vznikd na podkladé nahromadéni germindlnich i somatickych
mutaci v genetickém materialu. Tyto mutace vedou ke vzniku nadoru svym vlivem na geny
ovlivitujici buné¢né déleni ¢i reparaci DNA. Oblast onkologie a hematoonkologie nabizi
ziejmé nejvétsi klinickou oblast pro vyuziti NGS metod. Podle statistik Ustavu
zdravotnickych informaci a statistik (UZIS) se u nas zvysil po¢et nové hlasenych zhoubnych
novotvart od roku 1987 do roku 2011 ze 43 913 na 83 581 ptipadi (51). Vyvoj incidence na

naSem Uzemi je zndzornén na obrazku 17.
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Obr. 17: Vyvoj incidence zhoubnych novotvarti na izemi CR mezi lety 1987-2011(51)

Svou roli na vzestupném trendu ma samoziejmé dostupnost novych vysetiovacich
metod a technologickych postupti, které jsou schopny zachytit novotvary v ¢asnéjsich
stadiich. Spolu se vzestupem nové diagnostikovanych pfipadli zhoubnych novotvari
se zvysSuje 1 poptavka po dostatecné ucinnych laboratornich metodach casné diagnostiky,
které jsou schopny zachytit onkologické onemocnéni jesté v latentnim stadiu ¢i v piipadé
molekularné genetické diagnostiky identifikovat jedince s dédi¢nou predispozici k nadoru.

Pro tyto ohrozené jedince pak zvolit cilenou prevenci a v€asnou 1é¢bu (51, 53).

Pomoci klinickych studii vyuZzivajicich nové metody sekvenovani byla objevena fada
novych kauzalnich genli, nové techniky pomahaji také v objasnéni mechanismi
kancerogeneze a umoznuji komplexnéjSi charakterizaci nadorovych onemocnéni na
molekularni Grovni. V ramci NGS diagnostiky nadorovych onemocnéni je Vyuiivéna fada
technik pfi komplexni diagnostice nadorového onemocnéni je transkriptomové sekvenovani.

Tento piistup k NGS sekvenovani jiz umoznil identifikovat fadu genovych fuzi, které jsou
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spojovany s procesem kancerogeneze ve tkani, a to napt. u nadort tlustého stfeva, zhoubného

melanomu, lymfomu ¢i nadoru prostaty. Pfi detekci somatickych mutaci hraje zasadni roli

citlivost metody, jelikoz vzorek Casto obsahuje smés bun€k postizenych mutaci spolu

S ostatnimi buiikami, které touto zménou postizeny nebyly a obsahuji zirodecny genom

Vv nezménéné podobé (15, 45).

RNA
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Obr. 18: Piehled NGS metod uzivanych v onkogenetice (49, pfevzato a upraveno)

TruSight Cancer Kit je jednim z nabizenych komer¢nich kitt pro diagnostiku dédi¢né

podminénych nadorovych onemocnéni platformou Illumina. Byl vyvinut ve spolupraci

s londynskym Institutem pro vyzkum rakoviny a testuje 94 gend a 284 jednonukleotidovych

polymorfismi, u nichz byla pfedchozimi studiemi prokazana souvislost s nadorovym

onemocnénim. Seznam testovanych gend timto panelem ukazuje tabulka 3.

Tab. 3: Seznam gent vySetfovanych pomoci kitu TruSight Cancer (Illumina, USA)

AIP CDH1 EPCAM | FANCE | KIT PALB2 RET SUFU
ALK CDK4 ERCC2 FANCF | MAX PHOX2B | RHBDF2 | TMEM127
APC CDKN1C | ERCC3 FANCG | MEN1 PMS1 RUNX1 TP53
ATM CDKN2A | ERCC4 FANCI | MET PMS2 SBDS TSC1
BAP1 CEBPA ERCC5 FANCL | MLH1 PRF1 SDHAF2 | TSC2
BLM CEP57 EXT1 FANCM | MSH2 PRKAR1A | SDHB VHL
BMPR1A | CHEK2 EXT2 FH MSH6 PTCH1 SDHC WRN
BRCA1 CYLD EZH2 FLCN MUTYH | PTEN SDHD WT1
BRCA2 DDB2 FANCA | GATA2 | NBN RADS51C | SLX4 XPA
BRIP1 DICER1 | FANCB | GPC3 NF1 RAD51D | SMAD4 XPC
BUB1B DIS3L2 FANCC | HNF1A | NF2 RB1 SMARCB1

CDC73 EGFR FANCD2 | HRAS NSD1 RECQL4 | STK11
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6.1.1 Kolorektalni karcinom (OMIM #114500)

Nadory tlustého stieva a konecniku jsou tietim nejcastéjSim nadorovym onemocnéni
na svété a jsou také nejdastdj§i pfi¢inou Gimrti na nadorova onemocnéni. Ceska republika
pravidelné obsazuje pfedni mista statistik v rdmci Cetnosti tohoto onemocnéni. Ro¢né je u nas
diagnostikovano 7 800—-8 100 pacientl s kolorektalnim karcinomem a 3 800—4 200 pacienti
tomuto onemocnéni podlehne. Vcasné odhaleni premalignit, jakymi jsou naptiklad stfevni
polypy ¢i provadéni screeningovych vySetfeni typu testu na okultni krvaceni, pochopitelné
snizuji riziko rozvinuti tohoto nadorového onemocnéni, stale vSak existuji pfipady, kdy je
vznik nadoru nezjistitelny a pokrocila stddia onemocnéni stdle nejsou bohuzel 1éCitelna.
Rozvoj kolorektalniho karcinomu je multifaktorialni proces, na némz se mimo genetickych
vlivii podili také vliv Zivotniho stylu, stravy, prostfedi a dalsi (51,53). Diky NGS
technologiim doSlo k vyraznému pokroku v charakterizaci genetickych a epigenetickych

zmén, které vypovidaji o velkém vyznamu genetické predispozice pro toto onemocnéni.

Na zéklad¢ rozsahlych celogenomovych a exomovych studii bylo prokdzano, Ze
zhruba u 16 % ptipada kolorektalniho karcinomu je pfitomna somaticka hypermutace. Jedna
se o stav, kdy je pocet genetickych mutaci enormné vysoky z diivodu naruseni opravnych
mechanismi DNA. Asi u % Zznich byla prokdzéna mikrosatelitni nestabilita (MSI), pfi niz
dochazi k mutaci v genech odpovidajicich za opakujici se useky DNA, nasledkem ¢ehoz
dochazi ke zkraceni ¢i prodlouzeni téchto tseki. U zbylé jedné Ctvrtiny piipadl jsou nalézany
mutace v mismatch-repair genech a v POLE genu pro polymerazu . Transkriptomovym
sekvenovanim byla u pacientii identifikovana fada genovych fuzi. Mimo jiné rekurentni
genova fuze genlit RSPO2 a RSPO3, kterd mize potencovat Wnt signalizaci a mit tak zasadni
ulohu v kancerogenezi ¢i fuze gentit NAV2-TCF7L1. Vyrazné mnoZstvi somatickych mutaci
(ptes 36 tisic) bylo nalezeno ve 24 genech. Kromé ocekavanych geni APC, TP53, SMAD4,
PIK3CA a KRAS, jsou nejcastéji nalézany také mutace v genech ARIDI1A, SOX9 ¢i FAM123B
(55, 57).

NGS analyza také dokaze v nadorové tkani detekovat piitomnost cizorodych sekvenci
DNA pochézejicich z bakteridlnich ¢i virovych patogent. I kdyZz byla v minulosti prokazana
souvislost mezi patogenem a vznikem urit¢tho nddorového onemocnéni, u kolorektalniho
nadoru zacala byt tato moznost zkoumana teprve nedavno. Pfedevs§im je zkoumdna onkogenni

role anaerobnich bakterii Fusobacterium nucleatum, které jsou ve velkém mnozstvi
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nachazeny ve tkani tlustého stieva pacientt s kolorektalnim karcinomem. Predpoklada se, ze
tato bakterie ma vliv na prvotni neoplastické zmény ve stievni tkani. Do budoucna se

o¢ekava, ze NGS technologie umozni objasnéni také v této oblasti (55, 56).

6.1.2 Nadory prsu a ovaria (OMIM #114480, #167000)

Karcinom prsu je nejcastéjSim diagnostikovanym nadorovym onemocnénim u Zzen
Vv rozvinutych zemich (51). Zavedeni v¢asné diagnostiky nadoru pomoci mamografického
vySetfeni sice vedlo k vyraznému sniZzeni Umrtnosti na toto onemocnéni, stale je vsSak
umrtnost na tyto nadory znacné vysoka a velké nadéje jsou vklddany do zlepseného
genetického screeningu. Pomoci genetického screeningu pacientek s nadorem prsu dnes byva
nalezena mutace pouze u 5-10 % piipadi S hereditarnim vyskytem. U fady postizenych rodin
tedy nebyva kauzalni geneticka pfi¢ina odhalena. Za poslednich 20 let se molekularni
diagnostika pacientek s nadory prsu a vajeéniku soustiedila pievazné na vySetieni nejéastéji
zasazenych genii BRCA1 a BRCA2. Bylo prokézéano, ze ztrdtové mutace v téchto genech
vedou ke zvyseni rizika bilateralniho nadoru a Casto pfidruZzeného nadoru vajecnika, pficemz
kumulativni riziko pro vznik nadoru prsu je odhadovano na 84 % do véku 70 let. U karcinomu
vajecnikd je riziko odhadovano na 63 % pii vyskytu mutace v BRCAL genu a 27 % pfti
vyskytu mutace v BRCA2 genu (59, 60).

Nové sekvenacni metody umoznujici rozsahlé genetické studie vSak u pacient
s nadory prsu a vaje¢nik kromé& mutaci v genech BRCA nalezly také ¢asté mutace v dalSich
genech jako napt. PALB2, ATM, CHEK2, NBT, PTEN ¢ MSH2, které ukazuji nejen
genetickou heterogenitu, ale i na skuteénost, ze az 10 % nadort, které jsou dnes klasifikovany
jako sporadické, mize mit velmi vyrazny geneticky podklad. Velky vyznam ma testovani
novych gent u pacientek, které maji v rodinné anamnéze nadory prsu ¢i ovarii a nebyla u nich
nalezena mutace v BRCA1/2 genech. Naptiklad ve studii, pfi niz bylo testovana 141 BRCA1/2
negativnich pacientek pomoci panelu 42 genti byly u 15 z nich (11 %) nalezeny zarode¢né
mutace v genech ATM, BLM, CDH1, CDKN2A, MUTYH, MLH1, NBN, PRSS1 a SLX4 (61).
Rada novych gentl, které jsou nalézany u pacientek s timto typem rakoviny, by se tak mohla
do budoucna stat soucasti panelll pro screeningové genetické testovani Zen v riziku a nékteré
spole¢nosti jiz nabizeji testovani 10-20 kauzélnich genl. V soucasné dobé vSak neméme

k dispozici dostatek podkladut, které by u fady z téchto gent potvrdily jejich pfimy vliv na
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vznik nadoru prsu ¢i ovaria. Vysledky studii vSak umoziuji komplexnéjsi pohled na tato

onemocnéni a na moznou cilenou terapii (62).

6.2 Hereditarni kardiomyopatie

Tato skupina chorob postihuje srdecni svalovinu, piicemz dochdzi k postupnému
naruseni funkce celého srdce. Jde o skupinu Zivot ohrozujicich onemocnéni, jejich kauzalni
diagnostika je nesnadnd, jelikoz prvnim piiznakem miize byt srdecni selhani ¢i nahla srdecni
smrt (SCD, Sudden Cardiac Death). V tad¢ pfipadu je tak diagnostika onemocnéni provadéna
az post mortem. Také proto se dostala tato skupina onemocnéni do zajmu védci i klinickych
pracovnikl a jsou vyvijeny nové postupy laboratorni diagnostiky, které by identifikovaly co
také diky NGS identifikovano vice nez 80 riznych asociovanych gent a tyto nové technologie
tak kone¢né ptindseji vykonny nastroj ke zlepSeni prevence a 1éCby téchto onemocnéni u déti i
dospélych. Pro kvalitni diagnostiku je vSak nutnd spoluprace kardiologickych klinik
s genetickymi pracoviSti pifi vybéru pacientll pro zachyt kauzalnich mutaci a v pfipadé
pozitivniho nalezu také moznost genetického poradenstvi a testovani dalSich ¢lent rodiny
(58). Pravé rodiny, u nichZz se pfedpoklada geneticka predispozice pro nékterou z forem
kardiomyopatie, byly také vybrany pro praktickou ¢ast této diplomové prace. K nejcastéjSim
typim hereditarnich kardiomyopatii patfi hypertrofickd kardiomyopatie (HCM), dilatacni
kardiomyopatie (DCM) ¢i arytmogenni dysplazie pravé srde¢ni komory (ARVD). Vyhodou
pii testovani cileného panelu genli u této skupiny onemocnéni je skute¢nost, ze mutace u

jednotlivych typli kardiomyopatii se Casto nachéazeji ve stejnych genech.

6.2.1 Hypertroficka kardiomyopatie (HCM, OMIM #192600)

Toto onemocnéni se projevuje hypertrofii srdce S abnormalnim uspotradanim
svaloviny, pti némz dochazi ke ztlu§téni komorového septa, piipadné dalSich srde¢nich stén
a ke zvétSeni cipli u mitralni chlopng€. To byva doplnéno fibrézou a vznikem abnormélnich
lozisek v myokardu. Az 70 % pacientd byva asymptomatickych a prvnim ptiznakem
onemocnéni u nich mize byt nahla srde¢ni smrt, ktera ohrozuje az 20 % pacientt. U pacientii
S ptfiznaky jsou nejcastéji popisovany pocity dusnosti, palpitace, angina pectoris ¢i drobné

poruchy védomi. V sou¢asné dobé je prevalence tohoto onemocnéni v Ceské republice 0,2 %
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(tedy cca 20 000 nemocnych s HCM. U 50-60 % pacientt jsou dnes identifikovany pii¢inné
mutace. Dodnes bylo v souvislosti s timto onemocnénim popsano vice nez 1 400 mutaci
v nejméné 12 genech. Nejcastéji se jedna o mutace V genech kddujicich t€zky myosinovy
fetézec, vazebny myosinovy protein C a Tg Troponin (63). Frekvenci vyskytu mutaci

V jednotlivych genech ukazuje tabulka 4.

Tab. 4: Frekvence vyskytu mutaci v genech pro proteiny pii HCM (63)

Mutovay protein: Frekvence vyskytu mutace:
tézky fetézec B-myozinu 20-25 %
vazebny protein C 15-20 %
troponin T 3-5%

troponin | 1-2%
a-tropomyaosin 1-2%

reg. podjednotka lehkého fetézce myozinu <1%

ostatni <1%

6.2.2 Dilata¢ni kardiomyopatie (DCM, OMIM #115200)

Pro tuto chorobu je typicka dilatace srde¢nich komor, ¢imz dochazi k naruseni jejich
fyziologické funkce. Jedna se o pomérné¢ Casté onemocnéni s prevalenci 1: 2 500. V soucasné
dob¢ ptevazuje nazor, ze onemocnéni neni piimo geneticky podminéno a roli v jeho rozvoji
maji 1 jiné faktory, jakymi jsou naptiklad viry. Pfesto je predispozice k tomuto onemocnéni
odhadovana na 20-35 % ptipadi. Bylo vytipovano velké mnozstvi (>20) gent podezielych
z Gcasti na vzniku tohoto onemocnéni, z nichz nejvice pozornost védci upoutaly geny ze
skupiny cytoskeletalnich a sarkomerickych poteinti. K nim patfi naptiklad titin, ktery je
kodovan genem TTN na chromozomu 2, lamin A/C kédovany genem LMNA na chromozomu
1 ¢i dystrofin kodovany genem DMD na chromozomu X. Bylo také prokazano, ze mutace

V genu pro lamin A/C vyrazné zvysuje riziko SCD (58, 64).

6.2.3 Arytmogenni kardiomyopatie pravé komory (ARVD, OMIM #609040)

Toto onemocnéni primarné postihuje pravou srdecni komoru, az u 70 % pacientii vSak
dochazi k postizeni také levé komory. To vede k silné kardiomegalii, Cast&jsim arytmickym
ptihodam a vyss§imu vyskytu srdeéniho selhani. ARVD je geneticky podminéné onemocnéni
s nejCastéji autozomalné dominantni formou dédicnosti, popsany jsou vSak 1 piipady
dédicnosti autozomalné recesivniho typu. Tento typ pfenosu je spojen s etnickymi variacemi

a byl pozorovan napf. na feckém ostrové Naxos, kde je ARVC spojena s palmoplantarni
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keratdézou a autozomaln¢ recesivni dédi¢nosti (Naxon disease). Jedna se o deleci v JUP genu
pro kodovani plakoglobinu, ktery je umistén na 17. chromozomu. Plakoglobin je protein,
ktery je soucasti bunéénych spojii desmozomd, které maji vyznam pro bunécnou adhezi
V riznych organech. V piipad¢ srdec¢ni svaloviny tak dochazi k naruSeni spojeni mezi
jednotlivymi kardiomyocyty. Mezi dalsi geny, které jsou davany do spojitosti s ARVD se tadi
PKP2, DSG2, DSP ¢i DSC2 (65).

6.3 Preimplanta¢ni geneticka diagnostika (PGD-NGS)

Velké ambice ma NGS diagnostika v metodach asistované reprodukce, zejména
preimplantaéni genetické diagnostice (PGD). Ta ma slouzit parim, u nichz realné¢ hrozi
ptenos vrozené chromozomalni aberace na potomka, ve vybéru vhodného embrya, jehoz
geneticky kod neni touto aberaci poznamenan. Preimplantacni diagnostika se od té prenatalni
lisi tim, ze zatimco u prenatdlni diagnostiky vySetfujeme plod az Vv pribehu t¢hotenstvi,
v ptipadé PGD je embryo vysetfeno pied samotnou implantaci do délohy a lze tak selektovat
ta embrya, u nichZ je genetickd vada potvrzena. Odpada tak stres a zdravotni komplikace
spojené s piipadnym umélym pierusenim téhotenstvi. K samotnému vySetfeni se vyuziva

1 bunka (blastomera) ¢i nékolik bunék, které jsou ziskany biopsii trofoektodermu (66).

NGS jiz n€kolik let v ramci klinickych studii ukazuje, ze je vhodnym ndstupcem
klasickych metod pro vySetfeni monogennich onemocnéni i chromozomalnich odchylek
v preimplanta¢ni diagnostice. Naptiklad studie provedena vroce 2013 na 38 darovanych
blastocytach ukazala vysokou piesnost NGS technologii. Tato studie byla zamétena na
detekci aneuploidii a nevyvazenych chromozomovych piestaveb pomoci sekvenatoru
[llumina HiSeq 2000. NGS platforma byla porovnavana s mikro¢ipovou analyzou. Obé tyto
metody dokazaly shodné identifikovat vSech 12 embryi s chromozomovymi aberacemi. Navic
vSak NGS metoda dokézala urcit i ¢aste¢né aneuploidie U dvou embryi, které se mikro¢ipovou
analyzou odhalit nepodatilo. V porovnani s ¢ipovou analyzou bylo dosazeno dvojndsobné
Cteni vySetfovanych tsekd a jako jedina nevyhoda se ukazala délka celého vySetieni. Doba
ptipravy knihovny a sekvenovani totiz trva nékolik dni. Po tuto dobu je nutné embryo
kryokonzervovat. Nové sekvenacni techniky vsak jiz umoznuji sekvenaci zkratit az na nékolik
malo hodin a nic tak nebrani rychlému transferu cerstvych embryi bez nutnosti jejich

zamrazeni (66).
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VeriSeq PGS kit (lllumina, USA) je zastupcem PGD-NGS kita, ktery umoziuje
snadnou diagnostiku chromozomalnich aberaci Vvramci vSech chromozomid vcetné
submikroskopickych deleci a duplikaci na trovni jedné buinky. K reakci sta¢i pouze 1 ng
DNA. Ta je ziskana celogenomovou amplifikaci pomoci SurePlex DNA Amplification
System, ktery umoziuje ziskat az 5 pg amplifikované DNA za 2 hodiny. Do amplifikacni
reakce je pfidana 1 bunka (blastomera) ¢i nékolik bunck, které jsou ziskany biopsii
trofoektodermu (67). Jelikoz lze kitem vysetfovat jedinou bunku, lze teoreticky vySetfit i
samotnou pohlavni buiku, tedy spermii ¢i oocyt, coz jiz bylo v minulosti vyzkouseno.
Praktické vyuziti testovani jednotlivych gamet je vSak zatim mizivé, jelikoz pfi vysetieni je
tato buiika zniena a nelze ji tak pouzit k umélému oplodnéni. Vyhodou tohoto testu je i
jednoduchost vyhodnoceni. Jak je vidét na obrazku 19, vystupem analyzy je na rozdil od

jinych NGS metod jednoduchy graf znazoriiujici pocet kopii jednotlivych chromozom?.
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Obr. 19: Vysledek vysetieni DNA kitem VeriSeq u pacienta S trizomii chromozomu 21 (67)

6.4 Cysticka fibroza (CF, OMIM #217900)

Cysticka fibroza je zdvazné a pomérné casté autozomdalné recesivni onemocnéni
u kavkazské populace. Jeji incidence se na nasem tzemi dlouhodobé uvadi 1: 2 700 - 1: 3300
narozenych déti (77). Na zakladé novych dat ziskanych novorozeneckym screeningem vSak
byla nové incidence stanovena na 1: 4 500 déti (78). Samotné onemocnéni cystickou fibrozou
je podlozeno dvéma mutacemi v genu CFTR (z angl. Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator) v pozici trans. Tento gen se sklada z 27 exonl, rozprostira se
piiblizné v oblasti 250 kb a tvoii mRNA dlouhou 6,5 kb (68). Do fijna 2014 bylo v CFTR

genu popsano 1 983 mutaci a sekvencnich variant. Hlavni aplikaci NGS v diagnostice
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monogennich onemocnéni jakym je pravé cysticka fibroza, jsou piipady, pii nichz pacient
vykazuje klinické projevy onemocnéni, avsak rutinn€ pouzivanymi postupy véetn¢ Sangerova
sekvenovani nebylo mozné nalézt ocekdvané mutace. Pro tyto pfipady jsou jiz na trhu
validované kity pro rutinni klinickou diagnostiku (CE-IVD), které umoziiuji cilenou

sekvenaci jediného genu.

Jednim ze zastupct téchto kitti je 1 CFTR MASTR Dx (Multiplicon, Belgie), ktery
umozinuje vySetfeni vSech kodujicich exonti s asi 30 pfilehlymi intronovymi sekvencemi,
dualezitych hlubokych intronovych sekvenci a ¢ast promotordt CFTR genu. K reakci je potieba
pouze 20-50 ng DNA. Kit je validovan pro rutinni diagnostiku na stolnich sekvenatorech typu
MiSeq (lllumina, USA), 454 GS Junior a 454 FLX+ (454 Life Sciences). Tento kit zatim
neziskal validaci na analyzu variability poc¢tu kopii segmentl DNA (CNV). Jelikoz samotné
snizeni Ci absence sekvence pfi Cteni konkrétniho amplikonu je samo o sobé nedostatecné
prukazné, musi byt pfipadna delece potvrzena alternativnimi metodami (69). Tento kit je
V soucasnosti testovan i v Narodni referencni laboratofi pro cystickou fibrézu ve FN Motol
V Praze s moznosti rutinniho prenatalniho i postnatdlniho testovani cystické fibrézy na

ptistroji MiSeq.
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7. ETICKE OTAZKY SPOJENE S NGS METODAMI

Zijeme nyni v dob& kdy se NGS technologie stavaji rutinnimi vySetfovacimi
metodami a zcela jist¢ neni daleko doba, kdy se jesté diky dalSimu vylepSeni a zlevnéni
soucasnych platforem bude rutinné sekvenovat i cely lidsky genom. Jiz od samotnych piiprav
Projektu lidského genomu vSak panuji obavy ze zneuziti ziskanych informaci a sekvenovani
lidského genomu vyvolava i po fad¢ let mnoho eticko-pravnich a socialnich otazek. Ta prvni
se tykd zachazeni se ziskanymi daty. Nové sekvenacni technologie ziskavaji a uchovavaji
obrovské mnozstvi dat, kterd jsou Casto sdilena v ramci narodnich 1 mezinarodnich védeckych
projektu a je tak na misté obava z jejich mozného zneuziti. Moznost, ze na zaklad¢ genetické
identifikace dojde k propojeni zdravotnich a socialnich informaci, které by mély negativni
dopad na testovaného jedince v osobnim zivoté, vyvolava jednu z hlavnich otazek. Tedy tu,
kdo by mél mit Kk ziskanym datim pfistup. Prvnim stupném, kterym by méla byt zajisténa
ochrana osobnich udajii pacienta je bezpochyby informovany souhlas S vySetfenim. Tim
pacient dava nejen souhlas s vlastnim vysetienim, ale vymezuje také pravidla, na zakladé
nichz je mozno naklddat sinformacemi ziskanymi b&hem vysetfovani jeho genetické

informace (79).

Pro Ceskou republiku vydava doporuceni tykajici se informovaného souhlasu
Spole¢nost 1ékarské genetiky CLS JEP. V soudasnosti jsou platnd doporudeni tykajici se
informovaného souhlasu pro geneticka laboratorni vySetfeni aktualizovana dne 22. 5. 2013
(79). Mimo ochrany osobnich udaji vsak také pacient mize v ramci informovaného souhlasu
poskytnout svilj geneticky material k vyzkumnym tcelim. Kazdy ucastnik takového vyzkumu
ma pak pravo ziskavat také informace zjeho vysledki a zde narazime predevsim u
exomovych a celogenomovych studii na jeden podstatny problém. Na zacatku vyzkumu
lidského genomu si fada lidi pfedstavovala, ze rozlusténim lidského genetického kodu ziska
lidstvo jednou pro vzdy nastroj, jak diagnostikovat a 1é¢it dédicna onemocnéni jesté pred
jejich vznikem a stanovovat zivotni progndzy pravé na zakladé rozdilt v DNA jednotlivca.
Bohuzel skute¢nost je jina a jak jsme se mohli pfesvédcit z mnoha provadénych studii, je dnes
napiiklad nachazeno mnoho genetickych variant, kterou vedou jen k velmi mirnému zvyseni
rizika vzniku uritého onemocnéni. U ¢astych multifaktoridlnich onemocnéni jakym je

naptiklad diabetes se geneticky vliv odhaduje pouze na nékolik procent.
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A pravé nevhodna interpretace ziskanych vysledkli muaze byt piicinou zbytecné
emocni zatéze pacienta, kterd sama o sobé muize vést v kone¢ném disledku ke zhorsSeni jeho
zdravotniho stavu. Pfehnany diraz na vyznamnost nalezenych genetickych variant
v souvislosti s vyvojem klinického stavu pacienta, mize uvést pacienta v nazor, ze ho
s nejvetsi pravdépodobnosti ¢eka boj se zadvaznym onemocnénim. TO mize napachat
neodCinitelné Skody nejen v jeho psychice. Naopak jakysi ptehnany pocit bezstarostnosti
vyplyvajici z jeho pocitu, Ze neni nositelem urcité genetické predispozice, mize vést dokonce
az ke vzniku ¢i prohlubovani rizikového chovani, jakym jsou razné zavislosti na alkoholu ¢i
tabaku. V ramci genetické konzultace je tak nezbytné nutné piedstavit pacientovi Siroké
spektrum okolnosti, za nichz jsou studie provadény a dikladné vysvétlit informace, které

z vyzkumu vyplyvaji pfimo pro pacienttiv aktualni klinicky stav.

Velmi dllezité jsou také etické aspekty prenatilniho testovani a testovani déti. Je
otazkou, jak a koho informovat v pfipadé nalezu genetické predispozice u plodu ¢i ditéte
a klinicky genetik stoji pfed rozhodnutim, ktery ze tii postupti zvolit. Miize tuto informaci
sdélit ihned rodin€ testovaného ditéte, sd€lit tuto informaci ditéti po dovrSeni plnoletosti ¢i
nesdélit tuto informaci viibec. Vzdy by se vSak mél fidit tim, aby ptipadnd sdélena informace
meéla pro pfijemce co nejveétsi benefit a soucasné, aby bylo minimalizovano nebezpeci, které
z této informace plyne. Pokud je naptiklad nalezena mutace v kauzalnim genu pro vznik
nadorového onemocnéni, tato informace mé vliv na mozZnou prevenci a 1é¢bu jak potomka,
tak 1 rodicl, kteti mohou byt pfenaSeci mutace a méla by byt sdélena v ramci genetického
poradenstvi. Opacna situace nastava v ptipad¢, Ze je nalezena kauzalni pfi¢ina onemocnéni,
které neni mozné ovlivnit prevenci, ani terapii ¢i onemocnéni jakym je naptiklad porucha
pozornosti ditéte. V tomto piipadé by mél klinicky genetik velmi dobfe uvazit, zda je tato

informace pro rodice a jejich potomka piinosna, ¢i pouze zatéZujici.
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8. PRAKTICKA CAST

Vsechny metody popsané v této Casti diplomové prace byly provadény na Oddéleni
molekularni genetiky, které je soudasti Ustavu biologie a lékaiské genetiky 2. LF UK a FN
Motol (dale jen UBLG). Do konce roku 2013 bylo na UBLG vysetiovano vice nez
90 dédiénych onemocnéni predevsim pomoci kapildrniho sekvenovani. Jiz nékolik let byla
vybirdna nova platforma, kterd by umoznila ¢asteCnou a postupnou nahradu klasické
sekvena¢ni metody a soucasné by umoznila vyzkum na fakultnim pracovisti, které je také
soucasti nejveétsi nemocnice ve stiedni Evrope. Nakonec byla zvolena platforma spole¢nosti
[llumina a v roce 2014 byly zakoupeny dva sekvenatory nové generace. Prvnim pfistrojem byl
stolni sekvenator MiSeq, jehoZ vyznam by mél spocivat v rychlé a levné diagnostice cilenych
genovych panelil ¢i samostatnych genit a do né¢hoz se vklada nadéje postupného nahrazeni
kapilarni sekvenace. Druhym pfistrojem byl HiSeq 1500, ktery by m¢él slouzit pfevazné
vyzkumnym ucelim a nejvétsi roli by mél plnit v exomovém sekvenovani. Pravé na téchto
ptistrojich byla provedena prakticka ¢ast této diplomové prace, kterd zahrnuje ptipravu DNA
knihoven a jeji optimalizaci na tomto konkrétnim pracovisti, sekvenovani na piistrojich

MiSeq a HiSeq 1500 (obrazek 25) a pokus o analyzu ziskanych dat.

8.1 Material a pomucky

K experimentalni ¢asti byly ve spolupraci s Kardiologickou klinikou Fakultni
nemocnice Motol a IKEM vybrany vzorky pro detekci zarodeénych mutaci u pacient
s diagn6zou hereditarni kardiomyopatie. Celkem bylo vybrano 191 pacienti. Z toho bylo
65 pacienti vySetfeno cilenym panelem TruSight Cardiomyopathy, ktery umoziuje analyzu
46 kandidatnich gent. U 126 vzorkt ze 42 rodin, u nichz byl zaznamenan vyskyt hereditarni
kardiomyopatie, byl vySetfen tzv. klinicky exom (mendeliom) pomoci kitu TruSight One.
Mimo pacientli s hereditarni kardiomyopatii byla také vyzkouSena uCinnost sekvenovani
celého exomu na skupiné 8 pacientii z 3 rodin pomoci kitu Nextera Rapid Capture Exome
(vSechny kity Illumina, USA). K sekvenaci byly pouzity NGS pfistroje MiSeq a HiSeq 1500
(Illumina, USA)

TruSight Cardiomyopathy kit byl vyvinut ve spolupraci s Laboratory for Molecular
Medicine a Partners Healthcare Center for Personalized Genetic Medicine, Harvard Medical

School. Obsahuje 46 gent spojenych s hereditarni kardiomyopatii uvedenych v tabulce 5. Kit
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TruSight One umoziiuje vySetieni gend, u nichz byla popséna souvislost s genetickym
onemocnénim (mendeliom) o délce pfiblizné 12 Mb a kit Nextera Rapid Capture Exome

umoziuje vySetieni vSech kddujicich oblasti DNA o délce asi 37 Mb.

Tab. 5: Seznam gent vySetfovanych kitem TruSight Cardiomyopathy (lllumina, USA)

ABCC9 | CSRP3 EMD LMNA MYOZ2 SGCD TPM1
ACTC1 CTF1 FHL2 MYBPC3 NEXN TAZ TTN
ACTN2 DES GLA MYH6 PKP2 TCAP TTR
ANKRD1 | DSC2 JUP MYH7 PLN TMEM43 VCL
CASQ2 DSG2 LAMA4 MYL2 PRKAG2 | TNNC1
CAV3 DSP LAMP2 MYL3 RBM20 TNNI3
CRYAB DTNA LDB3 MYLK2 RYR2 TNNT2

8.2 Piiprava experimentil

Jednotlivé experimenty byly navrzeny pomoci softwaru Illumina Experiment Manager
v 1.8 (IEM, Illumina, USA), ktery umoziuje rozvrzeni vzorkl a pouzitych indexd, které jsou
béhem ptipravy knihovny pfipojeny k nast€épenym fragmentim DNA a umoziuji tak
identifikaci jednotlivych vzorkt. Kazdy pouzity kit obsahuje 2x index i5 a 12x index i7, napf.
indexy E501, E502 a indexy N701-N712. Jejich kombinaci lze tak dualn¢ oznacit maximalné
48 vzorkii. VIEM je pak pfipraveno spravné kombinovani jednotlivych indext pro
vySetfované vzorky a vystupem je grafické znazornéni pozic vzorki v pipetovacim platicku
spolu s ptislusnymi indexy (obr. 20). Druhym vystupem z programu je Sample Sheet, v némz
pred sekvenaci byly zadany informace o pouzitych chemikaliich a tento soubor byl

importovan pfimo do pocitace, ktery je soucasti sekvenatoru.

Illumina Experiment Manager

roctes mvac s

14-11-15

Obr. 20: Piiprava experimentu k sekvenaci 24 vzorkd v programu lllumina Experiment Manager
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8.3. lIzolace a fedéni genomické DNA

Koncentrace a Cistota vstupni DNA hraji zdsadni roli v ziskani kvalitni knihovny pro
nasledné sekvenovani. DNA pro piipravu knihoven byla izolovana z 5 ml Cerstvé periferni
krve odebrané do K3sEDTA. K izolaci byl pouzit automaticky izolator Flex Star (AutoGen,
USA). Piistroj umoziuje izolaci z 1-10 ml plné krve i jinych biologickych materialt. Pracuje
ve Ctyfstupnovém rezimu: lyza a odstranéni erytrocyti, lyza leukocytt, denaturace
a odstranéni proteinti, precipitace, purifikace a rozpousténi DNA. Maximaln¢ kapacita
piistroje ¢ini 40 vzork®/cyklus. Délka izola¢niho cyklu je cca 3 hodiny a vytéznost timto
piistrojem se pohybuje mezi 100-210 pg DNA. Cistota DNA reprezentovand pomérem
260/280 je u takto izolovanych vzorka 1,7 — 1,9.

Izolovana DNA byla po izolaci postupné fedéna na koncentraci 100 ng/ul, 10 ng/ul
az na finalni koncentraci 5 ng/ul. Aby bylo zamezeno ktizové kontaminaci, bylo veskeré
fedéni provadéno v laminarnim boxu se zapnutym odsévanim vzduchu. K tfedéni byl pouzit
10 mM roztok Tris-HCI o pH 8,5. Pro zméteni koncentrace 100 ng/ul byl pouzit UV
spektrofotometr Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, USA), ktery zarovein umoznuje
detekci ptipadnych kontaminantli, jakymi jsou soli ¢i proteiny a to méfenim pii vlnovych
délkach 230, 260 a 280 nm. Na zaklad¢ hodnot ziskanych méfenim spektrofotometrem
Nanodrop 2000 byla DNA opét nafedéna, tentokrat jiz na koncentraci 10 ng/ul. V takto nizké
koncentraci jiz byla DNA meéfena citlivej$im pfistrojem Qubit 2.0 (Invitrogen, USA)
pracujicim na principu fluorometrie. Na zaklad€ tohoto pfesného méfeni byla DNA dale
nafedéna na finalni koncentraci 5 ng/ul s povolenou odchylkou +/- 10 %. Tato maximalni
odchylka byla zvolena na zacatku vSech experimentt, aby nedochazelo k velkym reakénim
nepomérim mezi jednotlivymi vzorky. Citlivost pfistroji Nanodrop 2000 a Qubit 2.0 byla

pted prvnim experimentem testovana na skupiné 10 vzorku (tabulka 6).

Tab. 6: Porovnani méfeni koncentrace DNA na pfistrojich NanoDrop 2000 a Qubit 2.0

Vzorek | Nanodrop 2000 (ng/ul) Qubit 2.0 (ng/pl) Odchylka (ng/ul) Odchylka (%0)
1 11,2 6,8 44 64,71
2 10,8 53 55 103,77
3 9,7 51 4,6 90,20
4 125 6,2 6,3 101,61
5 8,9 6,7 2,2 32,84
6 10,3 7,5 2,8 37,33
7 9,6 5,8 3,8 65,52
8 11,3 7,0 4,3 61,43
9 12,0 6,3 5,7 90,48
10 8,9 5,9 3,0 50,85

Primér 4,3 69.90
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8.3.1 Prace s pfistrojem Qubit 2.0

Ptistroj Qubit 2.0 je velmi citlivym pfistroj pro kvantifikaci DNA, RNA a proteint.
Pro meéfenou slozku je na rozdil od jinych kvantifikaénich pfistroji natolik specificky,
ze znemoznuje interferenci s jinymi slozkami v roztoku. Pro snadné ovladani je pfistroj
vybaven dotykovou grafickou obrazovkou a vystupem méfteni je ¢iselna hodnota spolu s jejim
grafickym vyjadfenim na kalibra¢ni kiivce ziskané méfenim standardi. Naméfenou hodnotu
l1ze pomoci pfistroje automaticky prevést na pozadované jednotky. V piipravé NGS knihoven
byl pfistroj vyuzivan k méfeni kvantity DNA pied samotnou piipravou a dale ke kontrole
uspésnosti jednotlivych reakénich kroka v pribéhu piipravy a pfed samotnou sekvenaci. Pro
meéteni DNA piistrojem Qubit Ize pouzit dva rizné kity, které umoziuji mefeni v riznych
koncentracnich rozpétich. Qubit® dsDNA BR Assay Kit umozilujici méfeni DNA
Vv koncentraénim rozmezi 100 pg/ul az 1 000 ng/pl a Qubit® dsDNA HS Assay Kit

umoznujici méfeni v koncentracich 10 pg/ul az 100 ng/pl.

Prvnim krokem pii méfeni je piiprava Qubit Working Solution (QWS) v objemu
200 pl / vzorek. Ta se piipravi smisenim 199 ul Qubit Buffer (QB) a 1 ul HS ¢i BR Qubit
Reagent (QR) pro 1 vzorek. Piipraveny QWS se rozpipetuje do specialnich jednorazovych
zkumavek, které umoziuji fluorescencni méfeni a je k nému pridavana méfena DNA. Objem
méfené DNA Ize zvolit v rozmezi 1-20 pl, u standardd je objem zvolen piesné uprostied
tohoto rozmezi, tedy 10 pl. Tento objem se odeéte od vysledného objemu 200 ul tak, ze
Vv nasem pftipad¢ byly fedény 2 ul DNA se 198 pl QWS, u standardi bylo fedéno 10 pl
standardu se 190 ul QWS. Postup pfipravy je znazornén na obrazku 21.

Standardy
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v v ¥
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Workil = = =

SOC;I‘JI:EE \\ » W ﬂ ﬁ Celkovy objem
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= N = podet vzorkl + poket standardi

Obr. 21: Schéma ptipravy vzorku pro méfeni na pfistroji Qubit 2.0
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8.4 Piiprava DNA knihovny

Ptiprava DNA knihoven byla provadéna podle standardniho protokolu dodavaného
s kity TruSight a Nextera Rapid Capture pouze s tim rozdilem, ze v n€kolika ptipadech bylo
nutné provést upravy pro ziskani optimdlnich vysledki, které jsou popsany v poznadmce
daného kroku. Cely postup pfipravy je znazornén na obrazku 22 a doba ptipravy knihovny pro
jeden experiment (max. 48 vzorku) trvala 4 dny. V ramci piipravy DNA knihovny jsou
zaclenény 3 kontrolni body, béhem nichz je kontrolovéna kvalita a kvantita pfipravované
DNA.

Kvantifikace DNA
knihovny a kontrola
délky vyslednych
fragment

2. PCR amplifikace +
precisténi amplikont
magnetickymi kulickami

50 ng genomické DNA /
1 vzorek

fragmentace DNA 2. hybridizace a
tagmentazou + enrichment (obohaceni) Redéni a denaturace

precisténi fragment( cilovych Usek( DNA + DNA knihovny
magnetickymi kulickami precisténi vzorku

1. PCR amplifikace s

pripojenim indexu + .1}; hybrldlzacE e
precisténi amplikonl il (Ob? acenf)
cilovych usek DNA

magnetickymi kulickami

Sekvenovani pristrojem
MiSeq & HiSeq 1500

Obr. 22: Postup piipravy DNA knihovny kity TruSight a Nextera Rapid Capture

8.4.1. Fragmentace genomické DNA a piecisténi fragmentii

V tomto prvnim kroku pfipravy knihovny byla genomicka DNA Stépena na kratsi
fragmenty pomoci hyperaktivni varianty Tn5 transposazy. DNA byla $tépena na fragmenty
v rozmezi 150 bp — 1 kb. V optimalnim pfipad¢ by nejvétsi zastoupeni mély mit fragmenty
0 velikosti kolem 250 bp. Nasledné piecisténi je dulezité pro odstranéni transpozomt, které
by mohly rusit nasledné reakce. DNA fragmenty byly pfi ném pfipojeny na magnetické
kulicky, omyty Cerstvé ptripravenym 80% etanolem a po omyti opét z kulicek eluovany

do roztoku.
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Do odpovidajicich pozic v platicku bylo napipetovano po 10 pl genomické DNA
Vv pfedem piipravené koncentraci 5 ng/ul +/-10 % (celkem 50 ng v 1 reakci). Ke genomické
DNA bylo ptidano 25 pul pufru Tagment DNA Buffer, 7,5 ul Tagment DNA enzymu a 7,5 pl
dH,0. Platicko bylo zalepeno ochranou folii a obsah byl promisen na vortexu po dobu
1 minuty pfi 1 800 rpm. Nasledné bylo platicko sto¢eno v centrifuze pii 280 g po dobu
1 minuty a zahiivano v termocykleru 10 minut pti teploté 58 ‘C. Po skonéeni zahfivani byla
reakce ukoncena ptidanim 15 pl Stop Tagment Bufferu. Platicko bylo opét zalepenou folii
a smés promisena na vortexu pii 1 800 rpm po dobu 1 minuty. Nakonec bylo plati¢ko sto¢eno

V centrifuze pii 280 g 1 minutu a inkubovano pii laboratorni teploté po dobu 4 minut.

Ke kazdému tagmentovanému vzorku bylo pfiddno 65 pl dobie rozpusténé a
propipetované smési magnetickych kuli¢ek (Sample Purification Beads), platicko bylo
pielepeno ochranou folii, protfepano pii 1 800 rpm po dobu 1 minuty, inkubovano po dobu 8
minut pii laboratorni teploté a stoceno pii 280 g 1 minutu. Po centrifugaci bylo plati¢ko na 2
minuty vloZzeno do magnetického stojanku. Magnety stojanku umoziuji pfichytit Cistici
kulic¢ky k jedné strané jamky a je tak mozné z opacné strany jamky pipetou odsat supernatant.
Po odsati veskeré kapaliny bylo ke kulickam pfipipetovano 200 pl ¢erstvé nafedéného 80%
etanolu, ktery byl po 30 sekundach opét odsan. Cely postup omyti etanolem byl jesté 1x
opakovan. Po odsati veskerého etanolu bylo platicko ponechano na magnetickém stojanku po
dobu 10 minut pii laboratorni teploté, aby doslo k uplnému ususeni magnetickych kulicek
s nachytanou DNA. Po ususeni bylo platicko sejmuto z magnetického stojanku, do kazdé
jamky bylo pfidano 22,5 pl eluéniho roztoku Resuspension Buffer, nasledné bylo platicko
zalepeno, vortexovano 1 minutu p#i 1 800 rpm a inkubovano 2 minuty pii laboratorni teplot¢.
Po inkubaci bylo centrifugovano 1 minutu pii 280 g. Po centrifugaci bylo opét platicko
na 2 minuty vlozeno na magneticky stojanek a 20 ul supernatantu bylo pieneseno
do odpovidajicich jamek v novém platicku. Byla provedena kontrola pte€isténé DNA pomoci

¢ipové elektroforézy v piistroji 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, USA).

Tento krok se v ramci opakované piipravy knihoven projevil jako nejproblemati¢téjsi.
I pfi dodrzeni vSech kroki stanovenych vyrobcem kitu, nedochazelo ptfi nékolika prvnich

pokusech k optimalni fragmentaci DNA. Bylo zjisténo, Ze zasadni vyznam ma pocet otacek
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trepacky, kterd misi tagmentacni enzym se vzorkem a pii praci v platicku nedochazelo i pii
standardnim nastaveni otacek k dostate¢nému protfepani vSech vzorkd. ZvySeni otacek
tiepacky spolu s vizualni kontrolou vedlo ke zlepSeni vysledku tagmentace. Po vyieSeni
dostatecného promiseni vzorku s enzymem se dalsim problémem ukazala délka vyslednych
fragmentl. Ty byly zpocatku krat$i, nez bylo potieba, bylo tedy vyzkouSeno zkraceni doby
Stépeni z 10 na 5 minut. Toto zkraceni doby Stépeni sice mélo tizeny efekt, ovSem ne u vSech
vzorkll a vramci reprodukovatelnosti mezi jednotlivymi experimenty se ukézalo jako
nevhodné. Nakonec bylo vyzkouSeno nafedéni enzymu v poméru 1:1 dH,O pii zanechani
standardni doby Stépeni. Az tento postup se beéhem néckolika experimenti ukézal jako

nejvhodné;jsi.

K méteni DNA na pfistroji Agilent 2100 Ize pouzit dva typy €ipt — Cip s oznaenim
DNA HS pro méfeni 11 DNA vzorkti o koncentraci 5-500 pg/ul a délce 50-7000 bp nebo ¢ip
s ozna¢enim DNA 1000 pro méteni 12 DNA vzorkl o koncentraci 0,1-50 ng/ul a délce 25-
1000 bp. V tomto kroku byl pouzit ¢ip DNA 1000 a ke kontrole tagmentace bylo ndhodné
vybrano 12 pfipravovanych vzorkd. VSechny chemikalie pouzivané k méfeni jsou
uchovavany v lednici pti teploté 4-8 'C a 30 minut pied analyzou byly vyjmuty z lednice
a vytemperovany na laboratorni teplotu. Pfi prvnim experimentu musel byt pfipraven roztok
Gel-Dye Mix. Pro ptipravu mixu je potieba gel matrix (gel) a DNA dye concentrate (barva).
Obé zkumavky byly protfepany na michacce a kratce stoceny. Poté bylo 25 ul barvy
pfipipetovano do zkumavky s gelem a ob¢ latky byly promiseny na tfepacce po dobu
10 sekund. Poté byl cely objem zkumavky pfenesen na zkumavku s filtrem, ktera je soucasti
kitu a pomoci centrifugace pii 2240 g po dobu 15 minut byl Gel-Dye Mix prefiltrovan

a pfipraven k pouZiti.

Cip DNA 1000 byl vloZzen do pipetovaci stanice, pist stiikacky byl nastaven na objem
1 ml. Do jamky oznac¢ené G bylo napipetovano 9 ul ptipravené smési Gel-Dye Mix. Stanice
s ¢ipem byla uzaviena a pist injektoru byl stla¢en smérem dolu, dokud nebyl secvaknut
svorkou. Po 1 minuté byl pist uvolnén ze svorky, 5 sekund po uvolnéni byl pist manuélné
vracen na hodnotu 1 ml a pipetovaci stanice oteviena. Gel byl napipetovan do dalSich 2 jamek
oznacenych G. Poté bylo do vSech prazdnych jamek napipetovano 5 ul markeru a do jamky

oznacené symbolem Zebiiku byl napipetovan 1 pl ladderu. Do ¢iseln€é oznacenych pozic byl
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poté napipetovan 1 pl od kazdého vzorku. Takto pfipraveny Cip byl vlozen na tfepacku
a vortexovan 1 minutu pfi 2 400 rpm. Pfed méfenim i po ném byly elektrody bioanalyzeru
vycCistény pomoci Cistictho ¢ipu s 350 pl destilované vody. Poté byl vlozen méfici Cip
a spusténa analyza. Vysledky analyzy jsou zndzornény na obrazku 23.

sample &
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Obr. 23: Vysledek analyzy po tagmentaci DNA vzorku

Na ose x vidime velikost ziskanych fragmentii v bp, na 0se y je na zdakladé fluorescence zndzornéno mnozstvi
fragmentii. Nejvyssi bod odpovida velikosti fragmentu, které jsou ve vzorku zastoupeny nejvice.

8.4.2 Prvni PCR amplifikace a precisténi amplikonil

V tomto kroku jsou pomoci PCR amplifikace namnozeny piecisténé fragmenty DNA
a na jejich konce jsou pfipojeny indexy i7 a i5 potiebné pro identifikaci jednotlivych vzorki

a adaptéry P5 a P7, které jsou potiebné pro tvorbu klastrii a samotnou sekvenaci.

8.4.2.1 Postup pripravy PCR mixu a preciSténi amplikoni

Ke kazdé precisténé DNA bylo pfidano 5 pl indexu 1 (i7, N701-712) a 5 pl indexu 2
(i5, E501-502). Dale bylo do kazdé jamky ptidano 20 ul Library Amplification Mix, platicko
bylo zalepeno termostabilni folii, protiepano pii 1 200 rpm po dobu 1 minuty, nasledné
centrifugovano pii 280 g 1 minutu a vlozeno do ptedem pfipraveného termocykleru

s navolenym PCR programem uvedenym v tabulce 7.
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Tab. 7: Podminky 1. PCR reakce v ptipravé DNA knihovny

Krok PCR reakce: Teplota: Cas: | Pocet cykli:
Pocateéni denaturace 98 °C 30 sek.

Denaturace 98 °C 10 sek.

Pfipojeni primert 60 °C 30 sek. 10x
Extenze 72 °C 30 sek.

Konec¢na extenze 72 °C 5 min.

Chlazeni 10 °C 00

Po PCR amplifikaci opét nasledovalo pteciSténi vzorku od nezadoucich produktu.
K tomu byly opét pouzity magnetické kulicky (Sample Purification Beads) a jejich omyti
v Cerstvé pripraveném 80% etanolu na magnetickém stojanku podobné jako v predchozim
kroku. Oba promyvaci kroky se 1i§i pouze objemem ptidavanych roztokd. V tomto kroku bylo
pfidano 90 pl magnetickych kulicek k 50 pl PCR amplikontim a v poslednim kroku bylo
ke kazdému vzorku pfipipetovano 27 ul Resuspension bufferu, z n€hoz bylo po eluci do
nového plati¢ka ptepipetovano 25 pl eluatu precisténych amplikoni. V piipadé, Zze nemuzeme
z n&jakého divodu ihned pokracovat v ptipraveé knihovny, lze po ptecisténi vzorky zamrazit
pti teploté -15 az -25 °C po dobu maximalné 14 dnl. V ramci ptipravy knihoven pro tuto
diplomovou praci byly v této fazi vzorky vzdy zamrazeny do druhého dne. Pfed zamrazenim
¢i po ném byla zmétena délka fragmentt a koncentrace DNA. K tomu byly pouzity pfistroje
2100 Bioanalyzer a Qubit 2.0.

8.4.3 Prvni hybridizace a obohaceni

V tomto kroku dochézi k hybridizaci knihoven se sondami cilenymi ke specifickym
oblastem DNA snavdzanym biotinem. Ke spravnému piisednuti sond je bezpodmine¢né
nutné dodrzet teplotu a délku hybridizace. Ta je vyrobcem u této prvni hybridizace stanovena
v rozmezi 90 minut aZ 24 hodin, pficemZ optimalni délka se nachazi v druhé poloviné tohoto
rozmezi. V ramci diplomové prace byly vzorky hybridizovany 18-20 hodin. Pfed samotnou
hybridizaci je vSak nutno jesté provést poolovani vzorki, neboli jejich smiseni tak, aby
k hybridizaci bylo pouzito stejné mnozstvi DNA od kazdého vzorku. Po hybridizaci nasleduje
enrichment neboli obohaceni vzorku pomoci streptavidinovych kuli¢ek, na né€z jsou navazany
pouze cilené useky a ostatni useky jsou naopak odstranény. Na streptavidin kulicek jsou
biotinem pfichyceny specifické proby pfipojené k cilovym oblastem a v naslednych dvou
promyvacich krocich jsou za zvySené teploty odstranény proby s nespecifickou vazbou.

Po eluci z kuli¢ek je pak knihovna pfipravena k druhé hybridizaci.
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Pii souCasném zpracovavani 12 - 48 vzorki byly vzdy tvofeny 1-4 pooly
po 12 vzorcich. Do kazdého poolu byl pfidan objem kazdého vzorku odpovidajici 500 ng
DNA, celkovy obsah poolu tak byl 6 000 ng DNA. Pro hybridiza¢ni reakci bylo potieba
zajistit, aby objem kaZzdého poolu byl 40 ul, Proto v ptipad¢, ze pool mél po smiseni
12 vzorkii objem piekracujici 40 pl, byl tento objem sniZen pomoci centrifugacniho
zakoncentrovani. V opaéném ptipadé byl objem doplnén na 40 pl pomoci Resuspension
buffer.

Tab. 8: Piiklad poolovani 12 vzorkd pted prvni hybridizaci

Oznacdeni Cislo vzorku: | Koncentrace DNA Objem vzorku Objem poolu Objem, ktery
poolu: (ng/ul): obsahujici 500 ng | (ul): je potieba
DNA (ul) odpatit (ul)
KM1 103,5 4,8
KM2 101,1 4,9
KM3 105,7 4,7
A KM4 93,8 5,3
KM5 95,7 5,2
KMo 1051 s 613 | 213
KM7 78,6 6,4
KM8 102,2 4,9
KM9 86,7 5,8
KM10 104,5 4,8
KM11 99,01 5,0
KM12 105,24 4,8

Po zpoolovani vzorki a dosazeni objemu 40 ul bylo ke kazdému poolu pfipipetovano
50 pl Enrichment Hybridization Buffer a 10 ul Content Set oligos (CSO), ktery obsahuje
specifické proby lisici se podle experimentu. Nasledné byla cela smés promisena 1 minutu na
trepacce pfi 1 200 rpm, stoCena 1 minutu pii 280 g a vlozena do termocykleru

s pfednastavenym teplotnim programem — viz tabulka 9.

Tab. 9: Teplotni program hybridizace

Krok reakce: Teplota: Cas: | Poget cykli:
Pocate¢ni denaturace 95 °C 10 min.

Denaturace 94 °C a pokles 2 °C/cyklus | 1 min. | 18x
Hybridizace 58 °C 90 min. — 24 hodin
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Kazdy pool byl ihned po vyjmuti z termocykleru a stoCeni pfepipetovan do 1,5 ml
zkumavky a knému bylo pfipipetovano 250 pl streptavidinovych magnetickych kulicek
(Streptavidin Magnetic Beads). S témi byl kazdy pool promisen na tfepacce po dobu 5 minut
pii 1 200 rpm. Nasledovala 25 minutova inkubace pfi laboratorni teploté. Po inkubaci byly
vzorky stoCeny 1 minutu pii 280 g a umistény na 2 minuty na magneticky stojanek. Po
usazeni vzorkll ke sténé zkumavky byl odsan supernatant a ke kazdému vzorku bylo
ptipipetovano 200 pl Enrichment Wash Solution. Po pfidani byly vzorky protfepavany
4 minuty p¥i 1 800 rpm a inkubovany 30 minut pfi teploté 50 ‘C ve zkumavkovém inkubatoru.
Po inkubaci byly vzorky na 2 minuty vlozeny na magneticky stojanek a poté byl veskery

supernantant odsan.

Postup s 200 pl Enrichment Wash Solution byl jest¢ jednou opakovédn a po odsati
supernatantu bylo ke kazdému vzorku ptiddano 23 pl eluéni smési, kterd byla pro jeden vzorek
ptipravena v nadbytku z 28,5 pul elu¢niho pufru (Enrichment Elution Buffer 1) a 1,5 ul 2N
NaOH. Streptavidinové kulicky byly s elu¢ni smési protiepany 2 minuty pii 1 800 rpm,
vzorky inkubovany 2 minuty pii laboratorni teploté a nasledné stoceny 1 minutu pii 1 200
rpm. Po centrifugaci byly vzorky vloZzeny po dobu 2 minut na magneticky stojanek a poté
bylo 21 ul kazdého vzorku pfeneseno do nové popsané zkumavky. K 21 ul ptecisténého
vzorku byly pridany 4 pl neutralizaéniho pufru Elute Target Buffer 2. Vzorky byly s pufrem
protiepany 2 minuty pii 1 200 rpm a poté byl obsah zkumavky stocen 1 minutu pfi 1 200 rpm.

8.4.4 Druha hybridizace a obohaceni

Tento krok je v podstaté pouze zopakovani kroku pfedchoziho. Tato druha hybridizace
zajiStuje vysokou specifi¢nost cilenych useki. Také zde je nutné dodrZet teplotu a dobu
hybridizace, ktera je vtomto kroku 14,5 — 24 hodin. Po obohaceni streptavidinovymi
kulickami byla DNA knihovna ptecisténa pomoci magnetickych kuli¢ek (Sample Purification

Beads) a tim pfipravena k druhé PCR amplifikaci.
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Ke kazdému precisténému vzorku bylo ptidano 15 pl Resuspension Buffer, 50 pul
Enrichment Hybridization Buffer a 10 pul Content Set oligos (CSO) a opét byly vzorky
vlozeny do termocykleru s pfedvolenym programem (viz tabulka 9). Doba hybridizace byla
u provedenych experimentt 18-20 hodin. Po vyjmuti z termocykleru byly vzorky obohaceny
pomoci streptavidinovych kulicek a eluovany postupem popsanym v piedchozim kroku.
K 25 pl knihovny bylo ptidano 45 pl Sample Purification Beads, vzorky protfepany 1 minutu
pfi 1 800 rpm a inkubovény 10 minut pii laboratorni teploté. Béhem této doby byl nové
nafedén 80% etanol ze zasobniho absolutniho etanolu. Po inkubaci byly vzorky stoCeny

1 minutu pii 1 200 rpm a vlozeny na magneticky stojanek na 2 minuty.

Po usazeni kuli¢ek byly na magnetickém stojanku oplachnuty 200 pl etanolu, ktery byl
po 30 vtefinach odsan a postup jesté jednou zopakovan. Po dvojitém oplachu 80% etanolem
byl veskery etanol odsdn a vzorky ponechany k usuSeni 10 minut pfi laboratorni teploté. Po
usuSeni vzorkii byly sejmuty z magnetického stojanku, ke kazdému vzorku bylo pfidano
27,5 ul Resuspension Buffer, vzorky protiepany 1 minutu pfi 1 800 rpm a inkubovany
2 minuty pfi laboratorni teploté. Po inkubaci byly sto¢eny 1 minutu pii 1 200 rpm a opét
vlozeny na magneticky stojanek. Po 2 minutidch usazovani kuli¢ek bylo opatrné pfeneseno
25 ul precisténého vzorku do novych zkumavek o objemu 0,2 ml k provedeni druhé PCR

reakce.

8.4.5 Druha PCR reakce

V tomto kroku jsou cilové useky DNA, které byly v pfedchozim kroku vychytany,
amplifikovany pomoci 10-12 PCR cykli. Béhem PCR reakce jsou pfipojeny sekvenacni

primery, kterymi se jednotlivé fragmenty pfichycuji k pritokové komtrce sekvenatoru.

Do kazdé zkumavky s 25 pl knihovny bylo pfiddno 5 pl smési primert PCR Primer
Cocktail a 20 pl reakéni smési Enrichment Amplification Mix. Amplifika¢ni zkumavky
se vzorky byly promiseny 1 minutu na tfepacce pii 1 200 rpm a poté centrifugovany 1 minutu
pii 280 g. Po centrifugaci byly zkumavky vlozeny do termocykleru s nastavenym PCR
programem (tabulka 10). Po probéhlé PCR reakci byla PCR opét piecisténa pomoci
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magnetickych kuli¢ek (Sample Purification Beads). Ke kazdému vzorku (50 ul) bylo ptidano
90 ul roztoku kulicek a zkumavky byly promiseny 1 minutu ptfi 1 800 rpm. Poté byly vzorky
inkubovany 10 minut pfi laboratorni teploté, sto¢eny 1 minutu pii 280 g a vlozeny na
2 minuty na magneticky stojanek. Po usazeni kuli¢ek byl odsan supernatant a kulicky opatrné
2x oplachnuty 200 pl 80% etanolu. Po oplachu byl veSkery etanol odsan a vzorky ponechany
10 minut pii laboratorni teploté k uplnému odpateni zbytkt alkoholu. Poté bylo ke vzorkim
ptipipetovano 32 ul Resuspension Buffer, zkumavky protiepany 1 minutu pfi 1 800 rpm
a inkubovany 2 minuty pii laboratorni teploté. Nakonec byly zkumavky stoceny 1 minutu pfi
280 g a vlozeny na 2 minuty na magneticky stojanek. Po dikladném usazeni vSech
magnetickych kulicek bylo 30 pl hotové knihovny z kazdé zkumavky pipetou pireneseno
do nové oznacené zkumavky a ihned dale zpracovano ¢i zamrazeno do dne sekvenovani

na teplotu -20 °C.

Tab. 10: Teplotni podminky 2. PCR reakce pti piipravé DNA knihovny

Krok PCR reakce: Teplota: | Cas: | Poget cykli:
Pocateéni denaturace 98 °C 30 sek.

Denaturace 98 °C 10 sek.

Ptipojeni primert 60 °C 30 sek. 10-12x
Extenze 72 °C 30 sek.

Kone¢na extenze 72 °C 5 min.

Chlazeni 10 °C 00

I ptesto, Ze vyrobce u tohoto kroku zminuje rizikovost sniZovani po¢tu amplifikacnich
krok, byl tento pocet po zkuSenostech sniZen pii pfipravé exomovych knihoven na 10 cykla

Z pavodné doporucenych 12 cykli.

8.5 Kvantifikace, fedéni a denaturace finalni DNA knihovny

Pro dosazeni co nejvyssi kvality dat pfi sekvenovani na platformé Illumina je nutné
vytvotit podminky, aby pfi tvorbé klastri dochazelo k rovnomérmnému a dostate¢né hustému
pokryti promyvaci komirky vzniklymi Klastry. Toho se docili vhodnou kvantifikaci
ptipravené knihovny, pievodem jeji koncentrace z ng/ul na molarni koncentraci v nM
a dostatenym nafedénim na pozadovanou finalni koncentraci. Kazdy pool pfipravené

knihovny tak byl kvantifikovan pomoci pfistroje Qubit 2.0 a na pfistroji Bioanalyzer byla
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zméfena pramérna délka vzniklych fragmentt (obr. 24). Pied méfenin piistrojem Bioanalyzer
bylo dle doporuceni vyrobce pouzito fedéni knihovny destilovanou vodou 1: 10, které se v§ak
ukdzalo potfebné pouze u vzorkl s koncentraci nad 10 ng/ul. Pfi niz§ich koncentracich
ziskanych knihoven naopak mélo toto nafedéni nevhodny vliv pii hodnoceni vysledka

elektroforézy z divodu nizkého fluorescencniho signalu.

FUT sample 1
2004

35 50 100 150 200 300 400 500 700 1000 10380 [bp]

Obr. 24: Dva pooly finalni knihovny o prumérné délce fragmentt 250 bp

Ziskané udaje byly pouzity do nasledujiciho vypoctu:

zmétena koncentrace knihovny [ng/ul]

x 10° = koncentrace knihovny [nM]

molekulova hmotnost 1 bp [g/mol] * primérna délka fragmentt [bp]

Naptiklad tedy pii primérné délce fragmentt 250 bp a koncentraci 26,4 ng/ul bylo dosazenim

do rovnice ziskano:

26,4ng/pl

6_
660 g/mol * 250 bp ~ 10" =160 nM

Vypoctové vzorce byly pro dal§i experimenty uchovany a pouZivany jako vzorce
v programu Excel. Po vypoétu molarni koncentrace byla knihovna jest¢ dale nafedéna
na koncentraci, ktera byla experimentalné zjisténa jako optimalni a zdenaturovana pomoci
hydroxidu sodného. Jako optimalni sekvenacni koncentrace byla pro pfistroj HiSeq zvolena
koncentrace 20 pM a pro pfistroj MiSeq 10 pM. V prvnim kroku byl kazdy pool nafedén
na priblizn¢ stejnou koncentraci a nasledné byly pooly smiseny tak, aby pro HiSeq byla
v max. 10 pl knihovna o koncentraci 2 nM a pro MiSeq v 5 ul knihovna o koncentraci 4 nM.
K DNA knihovné& byla pfidana kontrolni DNA PhiX o koncentraci 2 nM pro HiSeq ¢i 0,2 nM
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pro Miseq v mnozstvi, které odpovidalo 2 % z koncentrace celé knihovny. Jednofetézcova
DNA zfiza PhiX byla pouzita jako kontrola klastrovani i chybovosti pfi sekvenovani.
V piipad¢€ nizsho objemu celkové knihovny byl objem doplnén do 10 resp. 5 ul destilovanou
vodou. Nasledné bylo ptidano 10 pul NaOH v koncentraci 0,1 N k HiSeq knihovné resp. 5 pl
NaOH o koncentraci 0,2 N k MiSeq knihovné. Knihovna s NaOH byla protiepana 1 minutu
pfi 2100 rpm a 5 minut denaturovana pii laboratorni teploté¢ na ssDNA. Nasledn¢ bylo
k 20 pl zdenaturované HiSeq knihovny ptidano 980 pl vychlazeného HT1 pufru, ¢imz doslo
k nafedéni na koncentraci 20 pM a knihovna byla vlozena do sekvenatoru ¢i zamrazena do
dne sekvenace. K 10 ul knihovny pro MiSeq bylo ptidano 990 ul HT1 pufru a po promiseni
byla knihovna jesté dale nafedéna v poméru 300 pl nafedéné knihovny + 300 pl HT1 pufru

k dosazeni koncentrace 10 pM. Poté byla knihovna sekvenovana ¢i zamrazena.

8.6 Sekvenace na pftistroji HiSeq 1500

Pted spusténim sekvenacniho béhu byl vzdy cely systém promyt destilovanou vodou
(Water Wash) ¢i po del$im stani roztokem Maintenance Wash Solution (Maintenance Wash).
Tim byly odstranény zbytky chemikalii z pfedchoziho béhu a soucasné piipadné vzduchové
bubliny, které do systému vnikaji béhem nasavani chemikalii. K tomuto promyti byly do
chladiciho prostoru sekvenatoru vlozeny dvé cartridge s destilovanou vodou — mensi cartridge
s 10 ml zkumavkami bez vicka a vétsi cartridge s 200 ml lahvemi opatienymi dérovanymi
vicky. Z gumovych hadi¢ek vychdzejicich z ptistroje byly dvé vlozeny do separatnich
odmérnych zkumavek, aby mohl byt zkontrolovan objem vody vypuSténé pfistrojem pii
promyvani. Ten by v idedlnim pfipadé¢ mél ¢init 9,5 ml pro jednu zkumavku. Ke kontrole
pritoku chemikalii systémem byla pouZita pritokova komirka z pfedchoziho béhu a
pruchodnost systému byla zkontrolovana viditelnym prichodem bublin obéma drahami

komirky Vv pribéhu promyvani.

V pribéhu promyvaciho kroku byla ve vodni ldzni rozmraZena sekvenacni
a klastrovaci chemie. U vSech chemikalii byla zvazena jejich hmotnost na digitalnich
pfedvazkach a hodnoty zaznamenany do sekvenacniho protokolu. Po rozmrazeni byly lahve
a zkumavky s chemikaliemi vlozeny do novych cartridge, v ¢iselné i barevné odpovidajicich
pozicich. Po skonceni promyvaciho kroku byl spustén sekvenacni proces a dale bylo
postupovano podle softwarové navigace. Promyvaci komirka byla vyménéna za novou, jejiz

c¢arovy kod byl zaznamenan elektronickou cteCkou koda. Novd komtrka byla vyjmuta
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z pufru, oplachnuta destilovanou vodu, 70% etanolem a nasledné osusena a vyleSténa pomoci
bezvlaknového papirového ubrousku. Pied vlozenim komirky do systému byly také
vyménény obé gumicky (gaskety), které umoziuji podtlakové ptichyceni komirky. Obé
cartridge s vodou V pfistroji byly vyménény za cartidge obsahujici sekven¢ni a klastrovaci
chemii. V dal$im kroku byl nahran seznam vzorkt s odpovidajicimi indexy, ktery byl na
zacatku vytvoren v programu Illumina Experiment Manager a zadany piistupové udaje
k online nastroji BaseSpace, kam jsou v prub¢hu sekvenac¢niho runu odesilana data. Ve
finalnim kroku pred samotnym spusténim sekvenace dochazi k amplifikacnimu cyklu a
K pfecteni prvni baze. Kvalita celého sekvenaéniho procesu v této fazi zavisi na hustoté
pokryti sekvenacni komirky vzniklymi klastry. Pfistroj kamerou snima vzniklé shluky a
porovnava jejich hustotu v obou drahach pratokové komirky. Idedlni hodnota pokryti je
vyrobcem uvadéna mezi 500 tisici az 1 milionem klastrGi na mm?. Této hodnoty bylo u

experimentl zpracovavanych v rdmci této diplomové prace dosazeno.

8.7 Sekvenace na pfistroji MiSeq

Prace na sekvenatoru MiSeq je oproti HiSeq zna¢né zjednodusena. Cely systém byl
pted analyzou promyt roztokem Tween 20 o 0,5% koncentraci. Sekvena¢ni chemie je ulozena
v reagencni cartridge, kterd byla pied analyzou rozmrazena a do vyznaceného otvoru bylo
napipetovano 600 pl nafedéné DNA knihovny 0 koncentraci 10 pM. Poté byla cartridge
vlozena do pfistroje spolu s lahvi pufru. Pritokova komirka byla omyta destilovanou vodou,
70% etanolem, dosucha ociSténa a vlozena do pfistroje. Poté, co byl pfistroj pfipraven

k analyze, byl nahran sample sheet s informacemi o vzorcich a spustén sekvenacni béh.

Obr. 25: Sekvenacni piistroje MiSeq (81, vlevo) a HiSeq 1500 (82, vpravo) spole¢nosti [llumina
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9. VYSLEDKY

Cilem praktické c¢asti bylo zavedeni a optimalizace NGS metod na klinickém
genetickém pracovisti a ukézka jejich uc¢innosti na skupin¢ vybranych vzorkid. Béhem
diplomové prace byla uspésné zavedena metoda sekvenovani na pftistrojich MiSeq a HiSeq
1500 spole&nosti Illumina v UBLG FN Motol a pii prvnich experimentech bylo vysetieno 199
DNA vzork. U vSech vySetfovanych pacienti byl pfed zahajenim testovani ziskan

informovany souhlas s vysetienim a pouzitim DNA pro vyzkumné ucely.

9.1 Rozd¢leni analyzovanych vzorki

Pro otestovani uc¢innosti novych sekvenac¢nich metod bylo na pfistroji MiSeq
vysSetteno 65 DNA vzorki pacientli s hereditarni kardiomyopatii pomoci kitu TruSight
Cardiomyopathy. Na pfistroji HiSeq 1500 bylo vySetfeno 126 DNA vzorkd osob ze 42 rodin
s pfedpokladanym vyskytem hereditarni kardiomyopatie. Pro plné exomové sekvenovani
kitem Nextera Rapid Capture Exome na pristroji HiSeq 1500 bylo vySetifeno 8 pacientd z 3
rodin se zadvaznou genetickou zatézi. Ve dvou rodinach se jednalo o vyskyt spinocerebelarni
ataxie (SCA) a Vvjedné rodin¢ se jednalo o nejasny syndrom. V rodiné A byla SCA
diagnostikovéna celkem u 3 jedincii — matky, jeji sestry a u dcery. V rodiné B u 2 jedincl — u
matky a u dcery. V pfipadé rodiny C se jednalo a nejasny syndrom s projevy mikrocefalie,
intrauterinni rustové retardace, s nalezem chromozomovych zlomt a neprospivanim. Rodice
Vv této rodiné nejevili zndmky onemocnéni. Prvni potomek zemfel jiz v kojeneckém véku, u

druhého byly pozorovany stejné projevy onemocnéni.

9.2 Optimalizace potiebnych krokt

Pii pripravé DNA knihoven byla potfebna predevsim optimalizace pii fragmentaci
DNA, kde bylo docileno optimalniho mnoZstvi $t€piciho enzymu a pocet otacek pii miseni
velkého mnozstvi vzorkd senzymem. Oproti standardnimu protokolu bylo mnoZstvi
tagmentacniho enzymu sniZeno na polovinu a byl také zajiStén postup, aby dochézelo
k rovhomérnému pienosu otaéek pii zpracovavani velkého mnozstvi vzorkt. Tim bylo
dosazeno optimalnich a reprodukovatelnych délek fragmenti DNA. Pti ptipravé PCR pro
exomové sekvenovani byl také snizen pocet PCR cyklii z 12 na 10, ¢imZ doSlo k optimalni

koncentraci namnozenych fragment. Tyto zmény oproti standardnimu protokolu odstranily
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problémy, které provazely n€kolik prvnich experimentti a v nasledujicich experimentech se

ukazaly jako dostateéné reprodukovatelné. Jako optimalni koncentrace finalni knihovny byla

experimentalné zjisténa a pouzivana 10 pM pro MiSeq a 20 pM pro HiSeq 1500.

9.3 Kvalita sekvenacénich dat

Pti ptipravé sekvenacnich knihoven rlznymi druhy kitd bylo dosazeno primérné
délky sekvenovanych fragmenti 336 bp u kitu TruSight Cardiomyopathy, 294 bp u kitu
TruSight One a 152 bp u kitu Nextera Rapid Capture Exome (obrazek 26). Pti sekvenovani na

ptistroji HiSeq 1500 bylo dosazeno pokryti pritokové komiirky u vSech experimentli mezi

500 tisici — 1 milionem klastra/mm? V provedenych experimentech bylo dosazeno 20

nasobné pokryti piiblizné u 85-99 % c¢tenych fragmentt (obrazek 27). VSechny tyto hodnoty

pln¢ odpovidaji doporuc¢enim vyrobce a spliiuji podminky kvality pro nasledné kroky analyzy.

400
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Obr. 26: Pramérna délka sekvenovanych fragmentt po piipravé knihoven riznymi kity
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Obr. 27: Pramérné mnozstvi fragmentu, u nichz bylo dosazeno pokryti 20x
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9.4 Vysledky sekvenovani

Kitem TruSight Cardiomyopathy bylo u kazdého vzorku vySetieno 46 gent
v odpovidajici délce 246 kb. U kazdého pacienta bylo timto sekvenovanim zjisténo pramérné
113 jednonukleotidovych variant a 11 indel variant, z ¢ehoz byly vzdy 0-4 varianty
potencialné Skodlivé. Kitem TruSight One byla vysetiena oblast DNA o délce 12 Mb
a v pruméru bylo u kazdého vzorku nalezeno 8 132 jednonukleotidovych variant a 259 indel
variant. Z tohoto poctu bylo vzdy pfiblizné¢ 500 variant potencidlné skodlivych. Kitem
Nextera Rapid Capture Exome byla u kazdého vzorku vySetiena oblast DNA o délce 37 Mb.
V této oblasti bylo primérné nalezeno 33 259 jednonukleotidovych variant a 2 365 indel
variant. Z tohoto poctu bylo vzdy ptiblizn¢ 3 500 variant potencialné skodlivych. Vysledky
sekvenovani riznymi kity jsou shrnuty v tabulce 11 a rozdily v zachytnosti kitd jsou

znazornény na obrdzcich 28 a 29.

Tab. 11: Vysledky sekvenaéni analyzy S pouzitim tii rozdilnych piistupt

Pouzity kit
TruSight g Nextera Rapid

Cardiomy%pathy VN One Capture Exc?me
Sekvenator MiSeq HiSeq 1500 HiSeq 1500
Vysetiena oblast 200-300Kb 12Mb 37Mb
Pocet sekvenovanych vzorki 65 126 8
Primérny pocet nalezenych SNP 113 8132 33 259
Pomér het/hom 1,1 1,8 1,8
Primérny pocet nalezenych indel variant 11 259 2 365
Pomér het/hom 4.4 1,6 2,2
Ptiblizny pocet potencialné skodlivych variant 0-4 ~500 ~3500
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Obr. 28: Primérny pocet nalezenych jednonukleotidovych genetickych variant u jednoho pacienta
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Obr. 29: Pramérny pocet nalezenych variant typu indel u jednoho pacienta
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9.5 Zpracovani dat ze sekvenovani panelu

Varianty zjisténé pii cileném sekvenovani kitem TruSight Cardiomyopathy byly
filtrovany v n€kolika krocich predevsim v programu Illumina Variant Studio verze 2.2.
V prvnim kroku byla data filtrovana podle kvality a k dalsi filtraci byla pfipusténa pouze ta,
u nichz byla hloubka c¢teni >10. V dalsi filtraci byly odfiltrovany alternativni varianty
v mnozstvi < 30 %. V ptipad¢€, ze chceme zachytit mozaicismus, je vhodné nastavit citlivéjsi
filtr ptiblizné kolem 20 %. U ideédlniho heterozygota by me¢l byt vyskyt alternativni alely
50 %, v ptipadé¢ homozygota 100 %. V nésledném kroku byly odfiltrovany alely, jejichz
zastoupeni v populaci je vyssi nez 2 % V pfipadé autozomalné recesivniho ptenosu, resp.
vys$i nez 1 % v ptipadé predpokladané autozomaln¢ dominantni dédi¢nosti. Dalsi filtr byl
zaméten na patogenitu piipadné mutace. Byly zobrazeny pouze mutace, v jejichz ptipadé je
jasny dopad na tvofenou aminokyselinu, tedy stop-gain a frameshift mutace. Pokud byla po
této filtraci nalezena mutace v nékterém genu, bylo mozné piedpokladat, Ze se jedna pravé o
kauzalni mutaci. V opaéném piipad¢ byly naopak zobrazeny missenSe a sestfihové varianty.
Nalezené missense varianty byly podrobeny in silico testovani predikce patogenity
v programech Sift (http://sift.jcvi.org/), PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/)

a Mutation taster (http://www.mutationtaster.org/).

Pomoci filtrovani bylo u 48 pacienti z 65 (73,85 %) vytipovano 64 mutaci v 17
genech (obrazek 30), u nichz lze ptedpokladat kauzalni vztah s hereditarni kardiomyopatii.
Nejcastéji byly mutace nachazeny v genech MYBPC3 (39,06 %), MYH7 (18,75 %), MYLK2
(7,81 %), MYH6 (6,25 %) a PRKAG2 (4,69 %). V 1-4 % se vyskytovaly mutace v genech
CAV3, CSRP3, DSG2, JUP, MYL3, MYOM1, TMPO, TNNI3, ACTN2, DSP, LAMA4 a
SCN5A. V naprosté vétsing piipada se jednalo o missense mutace (68,75 %), dale pak o stop-
gain mutace (15,63 %) a sestiihové varianty (14,06 %). V jednom piipadé (1,56 %) byla
zachycena posunova mutace frameshift (obrazek 31). Kompletni tabulka nalezenych variant

jako moznych kauzalnich mutaci na sekvenatoru MiSeq je uvedena v piiloze 1.
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Obr. 30: Mutované geny u pacientt s hereditarni kardiomyopatii nalezené cilenym panelem
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Obr. 31: Typy nalezenych mutaci ptistrojem MiSeq u pacientti s hereditarni kardiomyopatii
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9.6 Zpracovani dat z exomového sekvenovani

Filtrace dat u exomového sekvenovani probihala obdobné jako u cileného sekvenovani
panelu genli s nékolika malo rozdily. Exomovym sekvenovanim jsme hledali dédicné
kauzalni mutace v rodinach, pficemz byla testovana vétSinou tzv. tria — matka, otec a dité.
V jednom piipadé celoexomového sekvenovani byly u rodiny A testovani 3 postizeni SCA —
dcera, matka a teta a v jednom piipadé u rodiny B byli testovani 2 postizeni SCA — dcera a
matka. Pouzité sestavy jsou znazornény na obrazku 32. V téchto sestavach jsme hledali
shodné varianty, proto filtrace shodnych variant pfedchazela dal§imu filtrovani popsanému u

analyzy panelu.

dité dcera

matka otec matka teta dcera’ matka

Obr. 32: Filtrovani spoleénych variant vyuzita pii analyze exomovych dat

Dalsi rozdil pii filtrovani dat ziskanych exomovym sekvenovanim oproti vysledkiim
panelu bylo, Ze nebyly pfesné stanoveny geny, u nichZ kauzalni mutaci ocekavame. Tyto geny
bylo tedy nutné zvolit podle daného experimentu. V ptipadé znamych onemocnéni, jakym je
skupina hereditarnich kardiomyopatii ¢i SCA, Ize seznam asociovanych popsanych gent
ziskat znékolika zdroji. V  naSem pfipadé byl ziskdn z databdze OMIM

(http://www.omim.org/). U rodiny C, pfi niz byla hleddna kauzalni mutace v ramci

neznamého syndromu, byly vhodné geny pro filtraci ziskany na zékladé popisu fenotypovych

znamek onemocnéni v programu Phenomizer (http://compbio.charite.de/phenomizer/).

Vyfiltrovanim dat po sekvenovani tzv. klinického exomu kitem TruSight One byly
dodnes predpokladané kauzani mutace nalezeny ve 23 genech u 27 rodin s hereditarni
kardiomyopatii (tabulka 12). Ve 12 piipadech (52,17 %) se jedna o geny, které nejsou
zahrnuty v panelu TruSight (vyznaceny tucng). Pii filtrovani dat ziskanych celoexomovym
sekvenovanim se u rodiny A podafilo filtrovanim snizit po¢et moznych kauzalnich variant

ze 7 875 shodnych variant na 12 variant v 6 genech, u rodiny B z 12 307 shodnych variant na
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5 variant v 5 genech a u rodiny C z 6 675 shodnych variant na 3 varianty ve 3 genech. Seznam

gent, u nichz byly nalezeny mozné kauzalni mutace, jsou uvedeny v tabulkach 13-15. Tyto

mutace budou i nadale studovéany v dostupné literatufe.

Tab. 12: Mutované geny u pacientl s hereditarni kardiomyopatii zjisténé kitem TruSight One

Nazev genu: | Pozice genu: Postizeny protein:

TTN chr2:76703980-76982547 (-) titin

MYH7 chr14:54970688-54994634 (-) myosin, heavy chain 7, cardiac muscle, beta
PDLIM3 chr8:45885485-45919546 (+) alpha-actinin-2-associated LIM protein
TPM1 chr9:67022590-67049406 (-) tropomyosin 1 (alpha)

FLNC chr6:29433256-29461849 (+) filamin C

TNNI3 chr7:4518305-4524229 (-) troponin | type 3 (cardiac)

DSG2 chr18:20558074-20604521 (+) desmoglein 2

JPH2 chr2:163336242-163397949 (-) junctophilin 2

MYBPC3 chr2:91118144-91136516 (+) myosin binding protein C, cardiac

OBSCN chr11:58994259-59136402(-) obscurin

PKP2 chr16:16213318-16272712 (+) plakophilin-2

LAMP2 chrX:38401357-38456454 (-) lysosome-associated membrane protein 2
MURC chr4:48663514-48673502 (+) muscle-restricted coiled-coil rotein

VCL chr14:20929433-21033673 (+) vinculin

KLF10 chr15:38294413-38300707 (-) krueppel-like factor 10

BAG3 chr7:128523583-128546977 (+) BAG family molecular chaperone regulator 3
CTNNA3 chr10:63430098-65003667 (+) alpha-3-catenin (also called alpha-T-catenin)
ACTC1 chr2:114047282-114053548 (-) actin, alpha cardiac muscle 1

SCN5A chr9:119483410-119579016 (-) sodium channel, voltage-gated, type V, alpha
DOLK chr2:30284231-30286334 (-) dolichol kinase

CHRNB4 chr9:55028156-55048544 (-) neuronal acetylcholine receptor subunit beta-4
RBM20 chr19:53677306-53867080 (+) RNA binding motif protein 20

PIK3C3 chr18:30272747-30348126 (+) phosphatidylinositol 3-kinase, catalytic subunit

type 3

Tab. 13: Geny, u nichz byla v rodin¢ A zjisténa mozna kauzalni mutace celoexomovym sekvenovanim

Rodina A
Nazev genu: | Pozice genu: Postizeny protein:
FLVCR1 chrl:212858255-212899363 (+) feline leukemia virus subgroup C receptor-related
protein 1
ITPR1 chr3:4493348-4847840 (+) inositol 1,4,5-trisphosphate receptor, type 1
SYNE1 chr6:152121684-152637399 (-) spectrin repeat containing, nuclear envelope 1
SETX chr9:132261440-132356726 (-) senataxin
TTBK2 chrl5:42738734-42921007 (-) tau tubulin kinase 2
CACNA1A chr19:13206442-13506460 (-) calcium channel, voltage-dependent, P/Q type, alpha 1A

subunit
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Tab. 14: Geny, u nichz byla v rodiné B zjisténa mozna kauzalni mutace celoexomovym sekvenovanim

Rodina B
Nézev genu: Pozice genu: Postizeny protein:
RELN chr7:103471784-103989516 (-) | reelin
SETX chr9:132261440-132356726 (-) | senataxin
ATXN3 chrl14:92058552-92106621 (-) ataxin 3
RPGRIP1L chr16:53599906-53703859 (-) RPGRIP1-like
KARS chrl6:75627724-75647687 (-) lysyl-tRNA synthetase

Tab. 15: Geny, u nichz byla v rodiné C zjisténa mozna kauzalni mutace celoexomovym sekvenovanim

Rodina C
Nazev genu: Pozice genu: Postizeny protein:
RAI1 chrl7:17681473-17811453 (+) retinoic Acid-Induced Protein
PHF8 chrX:53936680-54048935 (-) PHD finger protein 8
SLC9A6 chrX:135985424-136047269 (+) | sodium/hydrogen exchanger 6
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10. DISKUZE

Nové metody sekvenovani dnes pomalu nahrazuji klasické kapildrni sekvenovani,
které si v molekularné genetickych laboratofich zachovavalo své vysadni postaveni od konce
70. let 20. stoleti. Béhem uplynulého desetileti jsme svédky nebyvalého rozvoje sekvenacnich
technologii a snizovani nakladl potiebnych k ptecteni lidské genetické informace. I pfes to,
ze se v minulych letech podatilo snizit ndklady na osekvenovani lidského genomu pod
magickou hranici tisic americkych dolard, celogenomové sekvenovani stale ziistiva minoritni
oblasti z4jmu pfi diagnostice onemocnéni NGS metodami. Technicka naro€nost piipravy a
predevsim slozitost vyhodnoceni dat ziskanych celogenomovym sekvenovanim, vedou na
fadé védeckych pracovist k tomu, zZe je Castéji sekvenovan lidsky exom, ktery zahrnuje pouze
kodujici tseky DNA o velikosti pfiblizné 1 % genomu. Exomové studie tak umoZilily
rozséhly vyzkum genetickych pfi¢in mnoha dnes stdle nedostatecné prostudovanych

onemocnéni, jakymi jsou nddorovd onemocnéni ¢i skupina hereditarnich kardiomyopatii.

PtedevSim vystupy exomovych studii tak umoziuji zaméfit se na diagnostiku novych
gend, u nichz se predpokladd kauzalni vztah s dédiénym onemocnénim a pievést tyto
poznatky do rutinni praxe v rdmci testovani tzv. genovych panelt, tedy skupin gent, jejichz
mutace se Castéji vyskytuji u pacienti s danym onemocnénim. Na trhu je dnes mnoho
hotovych kiti, které laboratofim umoznuji velmi snadny ptfechod na tuto vySetfovaci metodu
a n¢které z nich jiz dokonce ziskaly validaci pro rutinni klinickou diagnostiku (CE-IVD). Na
druhou stranu je vSak vzhledem k rostoucimu rozsahu a sloZitosti sekvenacnich panelll pro
rutinni genetické testovani velmi dulezité, aby také jejich vyhodnoceni a interpretace byla
provadéna odborniky v dané oblasti. Do této debaty zacinaji vstupovat také zdravotni
pojistovny, které maji za cil provéfovat, zda je vySetfovanym pacientim nasledné
poskytovana odpovidajici péce, at’ uz v oblasti genetického poradenstvi ¢i péce preventivni a
terapeuticka. Rada novych poznatkil, které NGS pfinasi, vede na &asti genetickych pracovist
ke snaze zavadét do rutinniho a screeningového testovani osob v riziku také geny, u nichz

vSak nebyla dostatecné prokdzana souvislost se vznikem onemocnéni.

Typickym ptikladem je snaha o rozSifeni panelu pro prediktivni testovani nadora prsu
a ovarii u Zen v riziku o dal$i geny, nezZ jsou znamé geny BRCA1 a BRCAZ2. Zatimco oba tyto
geny jsou zkoumdny vice nez 20 let, na né€kterych pracovistich je dnes testovano zhruba

dalSich 15 geni, jejichZ prevalence, penetrace a vliv na vznik nadoru jesté nejsou dostatecné
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pochopeny. Proti tomuto testovani hovoii také nizka vaha ptipadného negativniho vysledku.
Velké populaéni studie prokazaly, Ze zeny, které nezdédily mutace v BRCAL/2 genech, nemaji
zvySené riziko vzniku rakoviny oproti prumérmé populaci a vystupy téchto studii maji
uklidiiujici vliv na negativné testované zeny. V piipad¢é nové testovanych genii jako je napf.
CHEK?2 vsak dnes podobné studie neexistuji a tato skutecnost vyrazné snizuje hodnotu
negativniho vysledku vySetieni. Na druhou stranu testovani téchto paneli u BRCAL/2
negativnich Zen mize do budoucna pfispét k poznatkim o vlivu téchto genii na vznik
nadorového onemocnéni. Pii interpretaci piipadného pozitivniho vysledku je vSak potieba

postupovat velmi obezietné.

Kazdé genetické pracovisté by mélo pred zavedenim NGS metod dikladné zvazit
nejen to, jakou platformu zvolit, ale také jaky zvolit ptfistup k sekvenovani a k samotnym
pacientim. Kazda z dnes pouzivanych NGS platforem ma své vyhody a své nevyhody.
Z4adnou z nich tedy nelze oznagit za nejlepsi na trhu a je nutné spravné zvazit viechny faktory,
které jsou k vybéru nového piistroje pro dané pracovisté dilezité. Castym rozhodovacim
faktorem byva samoziejmé cena sekvenatoru. Z hlediska ceny by vSak neméla byt brana v
potaz pouze cena pofizovaci, nybrz by meélo byt pocitano i s nédklady na pfipravu
sekvenacnich knihoven a provoz pfistroje. Hlavnim rozhodovacim kritériem by mélo byt také
to, zda bude sekvenace vyuzivana ptrevazné pro rutinni diagnostiku jako nahrada klasického
sekvenovani, k vyzkumnym ucelim, ¢i dokonce k celogenomovému sekvenovéni. Také
analyza dat ziskanych sekvenovanim nové generace je vSak naro¢nym ukolem, ktery na

laboratote klade naroky z hlediska dostatecného personalniho i technického vybaveni.

Néklady na NGS testovani tak zvySuji také nakupy novych pocitaci a uloZist' pro
objemnd data, stejn¢ jako nové analytické softwary. Daleko vétsi vyznam, nez v minulosti, v
molekularné genetickych provozech ziskavaji bioinformatici, kteti se spolu s klinickymi
pracovniky podileji na analyze ziskanych dat. S rostoucim mnoZstvim dat, kterd jsou od
kazdého pacienta ziskdvana, roste vyznam bezpecnosti a zachdzenim s témito daty, stejné
jako vyznam kvalifikované interpretace vysledki analyzy zkuSenymi klinickymi genetiky. Pfi
zavadéni nové sekvenacni metody pro rutinni testovani na klinickém pracovisti je mimo jiné
dalezit¢ rozvrhnout, jakymi pracovniky budou jednotlivé ¢&asti vySetfeni provadény.
Pracovnici, kteti naptiklad provadi ptipravy knihoven, jsou €asto plné touto praci vytiZeni a
méli by byt vyclenéni z béZzného rutinniho provozu. Vy€lenéni laboratornich pracovnikd pro

pfipravu knihoven je dilezité¢ také z hlediska mozné kontaminace béhem piipravy DNA
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vzorkl. Na vyhodnoceni dat by se mél podilet bioinformatik spolu s klinickym genetikem. Je
optimalni, kdyz klinicti pracovnici, ktefi se 1éta zabyvaji ur¢itym onemocnénim a znaji jeho
genetické 1 klinické aspekty, vyuziji NGS pouze jako nastroj pro rozSifeni poznatkli o

genetickém pozadi nemoci svych pacientt.

Ptinos NGS technologii pro diagnostiku byl prokdzan v praktické ¢asti této diplomové
prace. Po uspésném zavedeni a optimalizaci potiebnych krokli se pomoci cileného panelu
genll jiz pfi prvnich experimentech podafilo odhalit pfedpoklddanou pficinu hereditarni
kardiomyopatie u 73,85 % testovanych pacientii. To ukazuje velkou u€innost tohoto zptsobu
sekvenovani na pfedem vybrané skupiné osob. I pfes nékteré technické problémy s pfistrojem
HiSeq 1500, ktery musel byt opakované opravovan, se diky vysledkim sekvenovani
klinického exomu kitem TruSight One dodnes podafilo objasnit pficinu dédicné
kardiomyopatie u 27 rodin ze 42 testovanych (64,29 %) nalezem patogennich genetickych
variant ve 23 genech. Velka ¢ast téchto genl neni obsazena v sekvena¢nim panelu TruSight
Cardiomyopathy a pfi jeho vyuziti by tak nebyla odhalena. To ukazuje jednoznacny ptinos

tohoto typu sekvenovani a sou¢ané hlavni omezeni sekvenovani vybraného panelu gend.

Z 13 rodin s diagn6zou HCM (hypertroficka kardiomyopatie) byla kauzalni mutace
identifikovana ve 12 piipadech (92,31 %). Z 22 rodin s diagnézou DCM (dilataéni
kardiomyopatie) byly specifické mutace nalezeny u 11 rodin (50 %). Navic u jedné rodiny
byla diagnostika LVNC (nonkompaktni kardiomyopatie) vyieSena nalezem mutace v genu
OBSCN. Diagnostika jedné rodiny s ARVD (arytmogenni pravostranna dysplasie srdce) byla
vyfeSena diky nalezeni mutace v genu PKP2. U jedné rodiny byla vyiesena diagnostika
kombinovaného syndromu LQT/CPVT (syndrom dlouhého QT intervalu/katecholaminergni
polymorfni komorova tachykardie) nalezem mutace v genu SCN5A. Z dvou rodin s
kombinovanou  poruchou = RCM/HCM  (restriktivni  kardiomyopatie/hypertroficka
kardiomyopatie) byla kauzalni mutace odhalena zatim u jedné z nich. Na druhou stranu v 15
rodinach sekvenovanych kitem TruSight One stile nebyla odhalena kauzalni mutace a ziskana

sekvenacni data budou i nadéle vyhodnocovana.

Podobné tomu je i v pfipadé celoexomového sekvenovani. Dodnes se podatilo diky
mnohonasobnému filtrovani ziskanych dat snizit pocet moznych kauzélnich variant u rodiny
A na 6 (v genech FLVCRL1, ITPR1, SYNEL, SETX, TTBK2 a CACNA1A), u rodiny B na 5 (v
genech RELN, SETX, ATXN3, RPGRIP1L a KARS) a u rodiny C dokonce na 3 (v genech
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RAI1, PHF8 a SLC9A6). K této filtraci byl pouzit nejen software spolecnosti Illumina, ale
také on-line néstroje pro prediktivni testovani patogenity. Praveé analyza dat se ukézala jako
podstaté nelisila, at’ jiz byla pfpravovana knihovna pro panel nékolika desitek gent, klinicky
exom obsahujici n€kolik tisic genii €i cely exom obsahujici ptiblizné 20 tisic gent, nasledna
analyza dat se vyrazné liSila predevSim poctem vstupnich variant pro analyzu. Pfi testovani
panelu, kdy vstupem do analyzy bylo pfiblizné¢ 100-200 nalezenych variant, byla situace
pomeérmne snadnd a v optimalnim ptipadé bylo mozné nalézt kauzalni mutaci v fadu ne€kolika
dni. Jina situace vSak nastala v ptfipad¢ sekvenovani exomu, kdy bylo nalezeno pfiblizné 8,
resp. 30 tisic variant u jednoho pacienta. V takovém piipadé byla doba potiebna pro filtrovani
variant i n¢kolik mésict a v ptipadé vysledkt celych exomi stale zbyva dikladné zkoumani

zbylych variant.

Na zékladé vysledkti a ziskanych zkuSenosti dnes muzeme prohlésit, ze cilené
testovani genovych panelti dnes miize bez problému nahradit klasické Sangerovo sekvenovani
a zajistit tak kvalitni testovani osob v riziku na vSech molekuldrné genetickych pracovistich.
Skute¢nost, ze pii nasich prvnich experimentech byly v§echny mutace nalezeny pouze v 17 ze
46 testovanych genu (36,96 %), na jednu stranu ukazuje na kapacitni rezervu testovaného
panelu pro zachyt mutaci v dalSich genech. Na druhou stranu naopak vysledky exomového
sekvenovani svéd¢i o tom, Ze fada potiebnych genli pro hereditarni kardiomyopatii neni
v panelu zahrnuta. Je tak na zvazeni kazdého pracovisté, zda nevyuzit soucasnych moznosti,
které nekteti vyrobci nabizi a nevytvofit si pro testovani vlastni panel slozeny z geni, které si
zvoli na zaklad¢ vlastnich zkuSenosti. Pokud si pracovist¢ naopak zvoli pro diagnostiku
sekvenovani klinického exomu, vyhne se tak mozZnosti, Ze nezachyti mutace v genech, které
nejsou soucasti panelu. Stale v§ak, kromé sloZitosti analyzy takto ziskanych dat, zbyva vytesit
eticky aspekt tohoto vysetieni. Behem analyzy klinického exomu nejsou totiz testovany pouze
geny souvisejici s onemocnénim, pro néz je pacient testovan, ale jsou vySetteny vSechny geny
souvisejici s nékterym dédicnym onemocnénim. Nastava tak otdzka, zda je toto testovani z
etického pohledu vhodné a to, jak a ptipadné zda vibec pacienta informovat o pfipadnych

nalezech v dalSich genech, které vedou ke vzniku predispozice pro jiné zdvazné onemocnéni.
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11. ZAVER

V této diplomové prace byly popsdny principy sekvenacnich technologii nové
generace u dostupnych platforem a jednotlivé ptistupy k sekvenovani. Na zakladé porovnani
jednotlivych platforem byla jako nejvhodnéj$i pro rutinni diagnostiku vybrana platforma
spolecnosti Illumina, jejiz piistroje byly pouzity i v rdmci praktické Casti. Byla pfibliZzena
specifika NGS metod a problémy, se kterymi se laboratoie pii vySetiovani setkavaji. Byl také
nastinén postup analyzy dat pii resekvenovani na platform¢ Illumina. V rameci praktické ¢asti
byla uspésné zavedena metoda sekvenovani nové generace piistroji MiSeq a HiSeq 1500 na
pracovisti Ustavu biologie a Iékaiské genetiky 2. LF UK a FN Motol a u¢innost sekvenovani
byla prokadzadna na vybrané skupiné vzorkli. Diky prvnim provedenym experimentim se
podafilo cilenym panelem genli zachytit kauzdlni mutace u 48 pacienti a vySetienim
klinického exomu se podafilo nalézt kauzdlni mutace ve 27 rodinach s hereditarni

kardiomyopatii.

Diky této diplomové praci byla také optimalizovana piiprava DNA knihoven a tato
vylepSeni budou soucéasti nové pripravovaného standardniho operaéniho postupu na
pracovisti. Byly také vytvofeny podminky pro testovani dalSich vysetfovacich metod a jiz
dnes jsou vUBLG testovany kity pro sekvenovani genli spojenych s nadorovymi
onemocnénimi, cystickou fibrézou ¢i kity pro preimplanta¢ni diagnostiku. Zavedené metody
tak jiz dnes velmi rozsifily diagnostické moznosti pracovisté a jsou velkym pfinosem pro jeho
pracovniky 1 samotné pacienty, kterym je diky pfesnym vysledkiim poskytovdna adekvatni

péce.
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12. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

a-CGH

ARVD

ASCII

ATP
bp
CCD
cDNA
CE-IVD

CMOS
CPVT

CLS JEP
DCM
DNA
dNTP
dsDNA
Gb

HCM
HGP
IKEM
IUPAC

kb
LQT
LVNC
Mb

Array Comparative Genomic Hybridization, komparativni genomova
hybridizace

Arrhythmogenic Right Ventricle Cardiomyopathy, arytmogenni
dysplazie pravé komory

American Standard Code for Information Interchange, americky
standardni kod pro vyménu informaci

Adenosine Triphosphate, adenosintrifosfat

Base pair, par bazi

Charge-Coupled Device, zatizeni s vazanymi naboji

complementary DNA, komplementarni DNA

»Conformité Européenne® - In Vitro Diagnostic, certifikovano pro in
vitro diagnostiku

Complementary Metal-Oxide—Semiconductor

Catecholaminergic Polymorphic Ventricular Tachycardia,
katecholaminergni polymorfni ventrikuldrni tachykardie

Ceska lékatska spole¢nost Jana Evangelisty Purkyné

Dilated Cardiomyopathy, dilata¢ni kardiomyopatie

Deoxyribonucleic Acid, deoxyribonukleova kyselina
Deoxyribonucleotide Triphosphate, deoxyribonukleotid trifosfat
double-strand DNA, dvouvldknova DNA

Gigabase, miliarda bazi

Hypertrophic Cardiomyopathy, hypertroficka kardiomyopatie
Human Genome Project, Projekt lidksého genomu

Institut klinické a experimentalni mediciny

International Union of Pure and Applied Chemistry, Mezinarodni unie
pro Cistou a uzitou chemii

Kilobase, tisic bazi

Long QT syndrome, syndrom dlouhého QT intervalu

Left Ventricular Noncompaction, nonkompaktni kardiomyopatie

Megabase, milion bazi
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MLPA
MPSS
MRNA
NGS
OMIM

PCR
PGD

pH
QFPCR
RCM
RNA
rpm
rRNA
SCA
SCD
SMRT

SNP
SNV
sSDNA
tRNA
USB
ZMW

Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification

Massively Parallel Signature Sequencing, masivni paralelni sekvenovani
messenger ribonucleic acid, mediatorova ribonukleova kyselina

Next Generation Sequencing, sekvenovani nové generace

Online Mendelian Inheritance in Man, online databaze lidskych gent a
dédi¢nych onemocnéni

Polymerase Chain Reaction, polymerazova fetézova reakce
Preimplantation Genetic Diagnostic, preimplanta¢ni geneticka
diagnostika

potential of hydrogen, vodikovy potencial

Quantitative Fluorescence PCR, kvantitativni fluorescen¢ni PCR
Restrictive Cardiomyopathy, restriktivni kardiomyopatie

Ribonucleic Acid, ribonukleova kyselina

Revolutions per minute, ota¢ek za minutu

ribosomal ribonucleic acid, ribozomalni ribonukleova kyselina
Spinocerebellar Ataxia, Spinocerebeldrni ataxie

Sudden Cardiac Death, ndhla srde¢ni smrt

Single Molecule Real Time Sequencing, jednomolekulové sekvenovani
V realném case

Single Nucleotide Polymorphism, jednonukleotidovy polymorfismus
Single Nucleotide Variant, jednonukleotidova varianta

single-strand DNA, jednovlaknova DNA

transfer ribonucleic acid, transferova ribonukleova kyselina

Universal Serial Bus, univerzalni sériova sbérnice

Zero-Mode Waveguide
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14. PRILOHY

Ptiloha 1: Nalezené¢ ptedpokladané kauzalni mutace na pftistroji MiSeq

Vzorek: | Nalezena mutace: Mutovany gen: | Chromozom: | Typ mutace:
KM2 NM_000256.3:¢.3130C>T MYBPC3 11 stop gain
KM3 NM_000256.3:¢.3697C>T MYBPC3 11 stop gain
KM5 NM_000256.3:c.821+1G>A MYBPC3 11 stop gain
KM8 NM_003803.3:c.4222G>A MYOM1 18 m!ssense
NM_001099404.1:¢c.1673A>G SCN5A 3 missense
KM9 NM_000257.2:¢.3109T>C MYH7 14 missense
KM10 NM_000256.3:¢.3413G>C MYBPC3 11 missense
KM13 NM_001943.3:c.877A>G DSG2 18 m!ssense
NM_003276.2:¢.1243T>G TMPO 14 missense
KM15 NM_001105206.2:c.2419C>A LAMA4 6 missense
KM16 NM_000256.3:¢.2687T>G MYBPC3 11 missense
KM17 NM_001103.2:¢.1822C>T ACTN2 1 missense
KM19 NM_002471.3:c.345+1G>T MYH6 14 splice variant
NM_002471.3:¢.1876G>T MYH6 14 missense
KM20 NM_000258.2:¢.307+1G>T MYL3 3 splice variant
NM_001099404.1:¢.1673A>G SCN5A 3 missense
KM21 NM_000256.3:¢.3190+5G>A MYBPC3 11 splice variant
KM23 NM_000256.3:¢c.3697C>T MYBPC3 11 stop gain
NM_000256.3:c.1484G>A MYBPC3 11 missense
KM24 NM_000256.3:c.1879G>T MYBPC3 11 m!ssense
NM_000257.2:¢.5774G>T MYH7 14 missense
NM_016203.3:¢c.298G>T PRKAG2 7 missense
KM25 NM_000256.3:c.1420G>T MYBPC3 11 stop gain
KM27 NM_000256.3:¢c.1484G>A MYBPC3 11 missens_e
NM_000256.3:¢.1558G>T MYBPC3 11 stop gain
KM29 NM_000256.3:¢c.1558G>T MYBPC3 11 stop gain
KM30 NM_000256.3:¢.3490+1G>T MYBPC3 11 splice variant
KM31 NM_000256.3:¢c.1790G>A MYBPC3 11 missens_e
NM_002230.2:¢.130G>T JUP 17 stop gain
KM32 NM_004415.2:c.88G>A DSP 6 missense
KM33 NM_002471.3:c.4822C>T MYH6 14 missense
NM_000256.3:¢.406+3G>T MYBPC3 11 splice variant
KM35 NM_000257.2:¢c.2081G>A MYH7 14 m?ssense
NM_016203.3:¢.350C>T PRKAG2 7 missense
NM_000257.2:¢.2081G>A MYH7 14 missense
KM36 NM_000257.2:¢.428G>A MYH7 14 missense
NM_000257.2:¢.3286G>T MYH7 14 missense
KM37 NM_000256.3:c.649A>G MYBPC3 11 missense
NM_033118.3:c.834T>A MYLK2 20 missense
KM38 NM_000257.2:¢.1207C>T MYH7 14 m!ssense
NM_033118.3:c.430C>G MYLK2 20 missense
KM39 NM_016203.3:c.337T>A PRKAG?2 7 missense
KM41 NM_033118.3:c.1769C>A MYLK?2 20 missense
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KM42 NM_002471.3:¢.292G>A MYH7 14 missense
KM44 NM_000257.2:¢.1436A>G MYH7 14 missense
KM45 NM_000256.3:¢.724T>C MYBPC3 11 missense
KM46 NM_000257.2:¢.1979C>A MYH7 14 missense
KM48 NM_033118.3:c.1768G>A MYLK2 20 missense
KM49 NM_000256.3:¢.2309-3C>G MYBPC3 11 splice variant
KM50 NM_003476.4.¢.208G>T CSRP3 11 missense
KM51 NM_000256.3:¢.3697C>T MYBPC3 11 stop gain
KM52 NM_000256.3:¢.373_374delGC MYBPC3 11 frameshift
KM53 NM_000256.3:¢c.3697C>T MYBPC3 11 stop gain
KM54 NM_033118.3:¢.430C>G MYLK2 20 missense
KM55 NM_004415.2:c.2438A>T DSP 6 missense
KM56 NM_000256.3:¢c.906-7G>T MYBPC3 11 splice variant
KM57 NM_000256.3:c.821+1G>A MYBPC3 11 splice variant
KM59 NM_033337.2:¢.233C>T CAV3 3 missense
KM60 NM_000257.2:¢.4472C>G MYH7 14 missense
KM61 NM_001103.2:¢.1304C>T ACTN2 1 missense
KM62 NM_002471.3:c.166G>A MYH6 14 missense
KM64 NM_000257.2:¢.5561C>T MYH7 14 m!ssense
NM_000363.4:¢.497C>T TNNI3 19 missense
KM65 NM_000256.3:¢.3490+1G>T MYBPC3 11 splice variant
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