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Sekvenovanie DNA je proces urcenia presného poradia nukleotidov v molekule DNA. Zahfiia rozne metddy a technoldgie, ktoré determi-
nuju poradie Styroch baz — adenin (A), guanin (G), cytozin (C) a tymin (T) v retazci DNA. V 21. storo¢i vznika sekvenovanie novej generacie
(NGS), ktoré v mnohych ohladoch prekonava klasické metody sekvenovania. Nové technolégie vynikaji vysokym vykonom, rychlostou
a nizkymi nakladmi v prepocte na jednu bazu. V sutcasnosti je NGS najrychlejsie sa rozvijajucou metédou molekulovej genetiky, ktora
v blizkej budicnosti méze priniest zlom v personalizovanej medicine. V tomto prehlade stru¢ne popisujeme zakladne principy a hlavné
typy NGS technoloégii.
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The DNA reading odyssey

DNA sequencing is the process of determination of the precise order of nucleotides within a DNA molecule. It includes all methods or
technologies that are used to determine the order of the four bases - adenine (A), guanine (G), cytosine (C) and thymine (T) in a strand
of DNA. In the 21st century, the new technology - a next generation sequencing (NGS) was developed, which in many respects exceeds
the conventional sequencing methods. New technologies are specified by high performance, speed and low cost per base. Currently
the NGS is one of the most rapidly advancing method in molecular genetics and has the potential to significantly influence the field of

personalized medicine in the near future. In this review, we briefly describe basic principles of the mostly used NGS technologies.

Key words: DNA sequencing, next generation sequencing, massively parallel sequencing, NGS applications.

Klasické metody sekvenovania

Prvé pokusy sekvenovania biomakromolekul sa datuju do 70. rokov
minulého storocia, ked boli realizované nepriamo — sekvenovanim mo-
lekul RNA alebo proteinov. Prvi sekvenciu DNA ziskal v roku 1968 Ray Wu
z Cornellovej univerzity. Bol to retazec z okrajovej oblasti genému faga A
(Lambda) dlhy 12 nukleotidov. V roku 1977 dva pracovné timy nezavisle
od seba predstavili dva odlisné pristupy sekvenovania, ¢o znamenalo
prelom vtedajsich technik. Boli to: chemickd Maxam-Gilbertova metdda
a enzymatickd metdda popisand Frederickom Sangerom.

Maxam-Gilbertova metdda funguje na principe kaskady chemic-
kych reakcii Stiepiacich Specificky nukleotidové bazy v jednovldknovych
DNA molekuldch, ktoré su na svojich koncoch znacené. Nastiepené
a nasledne su rozdelené podla svojej velkosti v polyakrylamidovom géli
a autoradiograficky vizualizované.

Prvou technikou enzymatického sekvenovania DNA bola v roku 1975
metdda ,plus-minus’, ktorou bol o dva roky kompletne precitany cely
genom bakteriofdga dX174 s 5386 nukleotidmi. Viyuzivala DNA polymerazu
| z Escherichia coli a DNA polymerazu bakteriofdga T4 s rtoznym mnozstvom
limitujucich deoxynukleotidov (ANTP). Detekcia vzniknutych produktov
prebiehala elektroforézou v polyakrylamidovom géli.

Neskor bola popisand Sangerova enzymatickd metdda. Vyuziva
modifikované nukleotidy — dideoxynukleotidy (ddNTP, 2°,3"-dideoxy-
nukleozid-trifosfat), analégy normalnych stavebnych jednotiek DNA —
deoxynukleotidov (ANTP, 2>-deoxyribonukleozid-trifosfat), posobiacich
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ako Specidline inhibitory DNA polymeréazy. Sangerovo sekvenovanie bolo
postupne modifikované, a tak povodné radioaktivne znacenie ddNTP
vystriedalo fluorescen¢né znacenie, polyakrylamidové elektroforéza
na rozdelenie fragmentov novych molekul DNA bola nahradend kapi-
larovou a manuélne odc¢itavanie poradia baz vystriedali sofistikované
automatizované pocitacové softvéry. Zdokonalovanim technoldgif sa
proces sekvenovania plne zautomatizoval. Sangerova metdda sa stala
zlatym $tandardom a aj napriek svojej pradcnosti a ¢asovej naro¢nosti
desatrocia patrila k najpouzivanejsim a najspolahlivejsim sekvenacnym
metddam (1).

Tejto popularite do velkej miery napomohol Projekt sekvenovania
[udského gendmu (HGP, Human Genome Project) (1990 — 2003) s cie-
lom urcit kompletnd nukleotidovu sekvenciu fudskej DNA. Projekt trval
13 rokov a stal takmer 3 miliardy dolarov. Bola to zdihava mraveia praca.
Vysledkom bolo osekvenovanie 99 % ludského genému s velkostou
3,3 miliardy bazovych pérov (bp). Pouzité technoldgie vychadzali me-
todicky prave zo Sangerovej metddy, avsak boli doplnené pristupmi
umozrujucimi analyzovat dlhsie Useky DNA (1). Jednou z moznosti bolo
tzv. ,shotgun” sekvenovanie, pri ktorom je DNA nahodne Stiepend na
kratke Useky, klonovana do vektorov a potom ndsledne osekvenovana
z oboch koncov. Ziskané Useky sa vzajomne prekryvaju, a tym umoznuju
zostavenie celej sekvencie. Dal3i rozvoj sekvenovania individualnych
[udskych gendmov bol nutne podmieneny vznikom novych lacnejsich
a vykonnejsich technologif (2):
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Sekvenovanie novej generacie (NGS; next generation
sequencing)

Sekvendtory prvej generacie zaloZzené na Sangerovom principe do-
sahovali zvysenie sekvenacnej kapacity v zasade iba priddvanim kapilar,
v ktorych prebiehala elektroforéza v pristroji. Najvykonnejsie sekvendtory
zalozené na kapildrovej elektroforéze umozriovali simultdnnu analyzu
384-vzoriek a ich maximélny denny vykon bol na trovni 2,2 Mb (Megabaz
- milién baz) (3). S takymto vykonom sa rutinné sekvenovanie genémov
porovnatelnych velkostou s fudskym nedalo rutinne realizovat. Dopyt po
vykonnejSom a nizkondkladovom sekvenovani mal za nasledok tlak na
vyvoj vysokovykonnych tzv. ,high-throughput” technoldgii. Princip spo-
¢iva v paralelizacii tohto procesu a produkcii tisicov az miliénov sekvencif
sicasne, preto sa NGS oznacuje aj ako masivne paralelné sekvenovanie.

Vystupom NGS je obrovsky objem dét, ktoré je nutné roztriedit a spra-
covat. Problém teda nie je (mozno prvykrét v historii) v ziskani dostatocné-
ho mnozstva Udajov, ale v ich zmysluplnej interpretacii. Statistické modely
a vypoctové algoritmy, ktoré mali doteraz viac-menej akademicky vyznam,
tym ziskali prakticky rozmer. Nastal ¢as na etablovanie bioinformatiky.

V sticasnosti mézu byt NGS technoldgie rozdelené do dvoch zé-
kladnych kateg®rif. Prvi skupinu predstavuju platformy zalozené na PCR
amplifikacii templatu (PCR-based technologies), nazyvaju sa aj sekvena-
tory druhej generdcie. Druht skupinu tvoria technoldgie bez nutnosti
amplifikacného kroku pred vlastnou sekvendaciou, ktoré vyuZivaju tzv.
Single-molecule sequencing a su oznacované za sekvenatory tretej ge-
neracie (4, 5).

Obrdzok 1. Schematické znazornenie principu emulznej PCR a PCR v zhlukoch

nef-apd ”ﬁ"” Wy

(A). Emulznd PCR (emPCR, emulsionPCR): Amplifikdcia DNA fragmentov na partikuldch
(beads). K fragmentom DNA sa z oboch strdn liguji adaptéry obsahujice sekvencie umozriuj-
Uce naviazanie primerov vyuzivanych pri amplifikacnej (aj ndslednej sekvenacnej) reakcii. Am-
plifikdcia prebieha v emulzii vody a oleja s obsahom potrebnych PCR reagencii, ¢o zabezpecu-
Jje optimdilne prostredie. Podmienky emPCR st optimalizované tak, aby sa v kaZdej kvapke te-
Jjto emulzie nachddzala vzdy len jedna partikula a jedna molekula DNA. Na povrchu partik-

Ul st kovalentne naviazané oligonukleotidy so sekvenciou komplementdrnou k adaptérovej
sekvencii umoZznujuc naviazanie templdtového DNA vidkna pre jeho ndslednd amplifikdciu.
Pri tejto metéde dochddza k paralelnej a zdroveri klondinej amplifikdcii miliénov jednotlivych
fragmentov na povrchu partikal v miliénoch kvapiek emulzie. Vysledkom je DNA kniznica pri-
pravend na sekvenovanie. Tuto techniku pouZivaju sekvendtory 454/Roche a LifeTechnologies.
(B) PCR v zhlukoch (cluster PCR, bridge PCR): K DNA fragmentom sa podobne ako priemPCR z
oboch strandch liguju adaptéry. DNA fragment sa vdaka tomu méZe viazat na oligonukleo-
tidy kovalentne viazané na povrchu prietokovej komérky (flow cell). Dochddza k syntéze jeho
komplementdrneho vidkna, ktoré uz je naviazané na povrchu prietokovej komérky. Ndsledne
Jje novovzniknuté vidkno ohnuté a komplementdrne sa viaZe na susediaci oligonukleotid zod-
povedajlci sekvencne adaptéru na druhej strane tohto vidkna (pripomina most). Proces am-
plifikdcie sa opakuje, az kym nevznikne priblizne 1 000 képii daného DNA fragmentu v tesnej
blizkosti, ¢im sa vytvori zhluk/klaster funkcne ekvivalentny jednej partikule (bead) po emPCR.
Tuto techniku pouZivaji sekvendtory llluminy (6)
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Sekvenatory druhej generacie

V priebehu poslednych rokov sa objavuju na trhu rézne pristupy NGS
technoldgii pontkané niekolkymi firmami, ktoré si navzéjom konkuruju.
V dbsledku patentovej ochrany zvolili navzajom mierne odlisné pristupy
avsak so véeobecne podobnym principom. Vac¢sina vychadza z pomer-
ne kratkych fragmentov DNA, z pripravy templdtu a vytvorenia kniznic
amplikdbnov emulznou PCR (emPCR) alebo PCR v zhlukoch (cluster PCR),
nazyvanou aj tzv. ,bridge” PCR. Stru¢ny popis principu oboch metéd PCR
znazorhuje obrazok 1.

Nasleduje samotné sekvenovanie zaloZené na syntéze alebo ligacii
s detekciou inkorporovanych nukleotidov a analyza ziskanych dat (6).

Kazdy vyrobca riesi tieto zékladné kroky inou kombinéciou uvedenych
moznosti, z ¢oho vyplyva rozdielna Specificita, senzitivita a rézna miera
chybovosti. Pri porovnavani rovnakej sekvencie tak mézu vzniknut roz-
diely v type a mnozstve produkovanych dat a ich roznej interpretacii (7).
Hlavnymi protagonistami NGS revolUcie su Styri platformy.

454 LifeScience (Roche)

Prva NGS platforma bola komer¢ne dostupna v roku 2005. Principom
technoldgie je kombinacia emPCR a pyrosekvenovania. Pyrosekvenovanie
mozno zjednodusene definovat ako real-time sekvenovanie, pri ktorom sa
sledom enzymatickych reakcii deteguje svetelny signal uvolneny pri zabu-
dovani dNTP do vznikajuceho retazca DNA. MnozZstvo uvolneného svetla je
Umerné poctu zaclenenych nukleotidov. Vyhodou tejto metédy je rychlost
a dizka precitanej sekvencie. Technoldgia 454 za¢inala s dizkou sekvencie
400 bp a v roku 2013 sa pohybovala na Grovni 1 000 bp. Optimélna dizka
¢itanej sekvencie je 700 bp, ¢o je porovnatelné so Sangerovou metddou.
V roku 2007 bol touto NGS technoldgiou prvykrat precitany gendm Jamesa
Watsona a trvalo to dva mesiace (8). V suic¢asnosti je tato technoldgia na
ustupe najma v désledku vysokych prevédzkovych nakladov.

Illumina (Solexa)

Druhou NGS platformou uvedenou na trh v roku 2006 bol sekvenator
firmy Solexa, ktory o rok neskor odkupila spolo¢nost lllumina. Metdda je
zalozena na sekvenacnej reakcii syntézou s vyuzitim fluorescenc¢ne zna-
¢enych reverzibilnych termindtorov a bridge PCR. Pri sekvenovani mozno
postupovat dvoma spésobmi, bud sa sekvencia precita v jednom smere
(single-read) alebo sa postupuje proti sebe z oboch koncov (pair-end
read). Spoloc¢nost lllumina v stcasnosti dominuje na NGS poli a ponuka
niekolko pristrojov réznej vykonnosti: MiSeq (2 x 300 bp), MiSegDx (2 x
125 bp), NextSeq 500 (2 x 150 bp), HiSeg2500 (2 x 250 bp) a HiSeq X Ten.
HiSeq X Ten sa sklad& z 10 ultravysokokapacitnych sekvendtorov a dnes
je najvykonnejsou sekvenacnou platformou, ktord prekonédva cenovu
bariéru 1 000 doldrov za osekvenovanie jedného fudského gendmu.
Zamerana je najma na populac¢né studie. lllumina platformy ovladaju
trh najma vdaka vysokej vykonnosti sekvenatorov, robustnosti realizécie,
kapacite a priaznivej cenovej relacii prevadzky (9).

SOLIiD System (Life Technologies)
Tretf typ sekvendtora predstavila v roku 2007 vtedy este spolo¢nost
Applied Biosystems (dnes Life Technologies). SOLID systém (Sequencing



by Oligonucleotide Ligation and Detection) pracuje na principe emPCR
a sekvenovani DNA ligédzou. Vyuzivaju sa fluorescencne znacené oktamé-
rové Useky s dvoma definovanymi bazami (10). Tento dvojbéazovy kédovact
systém zarucuje precitanie kazdého nukleotidu dvakrat, ¢im sa zvysuje
presnost, s akou je ur¢ené poradie nukleotidov danej sekvencie. Medzi
uvedenymi NGS platformami md teda SOLID systém najnizsiu chybovost.
V sticasnosti su v ponuke dva varianty sekvenatora: 5500 System a 5500x
System, ktory vyrazne zvysil dizku ¢ftania z pévodnych 35 bp na 75 bp
a zlepsil aj presnost merani na 99,99 %.

lon Torrent (Life Technologies)

Technoldgia lon Torrent sa objavila na scéne v roku 2010 a ako jedind
vyuZiva namiesto optického/svetelného spdsobu zaznamendvania jed-
notlivych nukleotidov detekciu elektrochemického signélu. Inkorporécia
nukleotidu do rastlceho retazca DNA spdsobi uvolnenie vodikového
ionu (H+), ¢im déjde k zmene pH. Proces prebieha na polovodi¢ovom
¢ipe husto pokrytom mikrojamkami, pod ktorymi je umiestneny senzor
citlivy na zmenu pH. Celkové mnozstvo produkovanych dat je urcené
hustotou jamiek na cipe. Samotna priprava kniznice prebieha podobne
ako v predchéddzajlcich metddach napojenim adaptérov s naslednou
emPCR a sekvenacnou reakciou syntézou. Vyhodou by malo byt, ze
pri sekvenovani sa vyuzivaju nemodifikované nukleotidy. lon Torrent
aktudlne pontka lon PGM Sequencer (314/316/318 chips) a lon Proton
System (I, II, Ill), pricom model lon Proton Sequencer s mikroc¢ipom lon
PIl Chip je schopny precitat cely gendm cloveka v priebehu jedného dna.
Prvy fudsky geném osekvenovany technoldgiou lon Torrent bol geném
Gordona Moora (10, 11).

Sekvenatory tretej generacie

Viyraznu zmenu predstavuju metddy, ktoré nie su zalozené na nut-
nom namnozeni sekvenovanych Usekov. NevyuZivaju tak amplifikacny
krok, ¢o znizuje vyskyt spontannych mutécif vzniknutych chybovostou
DNA-polymerazy. Pri klonovani DNA pomocou PCR méze dojst k zamene
niektorych baz a tym aj k réznemu poctu vyskytu jednotlivych fragmentoy,
¢o moze ovplyvnit vysledok experimentu.

Prvy pristroj, ktory stél na prahu tretogeneracnej technoldgie sekve-
novania, predstavila firma Helicos Bioscience v roku 2007. Metéda vyu-
Ziva jednotlivé individudlne molekuly DNA (tSMS, True Single Molecule
Sequencing) pevne fixované k povrchu. Sekvenacnéa reakcia prebieha
syntézou s fluorescencne znacenymi nukleotidmi. Zavedeniu tohto ana-
lyzatora do praxe branila vysokd cena pristrojov a dizka ¢itanej sekvencie
(30 - 35 bp). V sucasnosti nie je technoldgia dalej vyvijana (12).

SMRT (Pacific Bioscience)

Vroku 2009 prisla na trh nova technolégia, ktora sekvenuje jednotlivé
molekuly DNA v redlnom &ase (SMRT, single-molecule real-time). Systém
vyuziva ¢ipy pokryté nanostruktirovym materidlom, ktory vytvéra jamky
(ZMW, Zero Mode Waveguide) na dne s fixovanou DNA polymerézou.
Sekvenacny proces prebieha syntézou DNA vldkna podla templatovej
DNA s pomocou fluorescencne znacenych nukleotidov. Vzhladom na to,
Ze tento pristup nevyzaduje premyvacie kroky pri zacleriovani jednotlivych

typov nukleotidov (wash-and-scan) nevyhnutnych pri analyzatoroch
druhej generacie, cely proces sekvenovania sa zrychluje. Sticasnym lidrom
v tejto oblasti je systém PacBio RS a v porovnani so sekvenatormi druhej
generacie dosahuje priemern( dizku ¢ftania 5 500 — 8 500 bp. Okrem toho
moZe aj priamo detegovat epigenetické modifikdcie, ako je 4-metylcyto-
zin, 5-metylcytozin a 6-metyladenin (13).

Nanopore sequencing (Oxford Nanopore)

Sekvenovanie pomocou nanopérov je zalozené na merani elektrické-
ho prudu prechddzajuceho cez biologicky protein tvoriaci pér v nevodivej
membrane. Analytom je jednoretazova molekula DNA, pri jej prechode
nanopoérom dojde k detekcii jednotlivych nukleotidov, pricom pre kazdy
typ nukleotidu je vopred ur¢end modulécia pradu. Technoldgia mé mini-
malne poziadavky na reagencie i pripravu vzorky, je lacn, rychla a ponuka
analyzu DNA v redlnom case. V stcasnosti firma Oxford Nanopor ponuka
analyzatory MinlON™ , PromethlON™ a GridION™ (13, 14).

NGS technoldgie sekvenovania sa neustdle modifikuju a prudko
napreduju. Dnes vieme s istotou povedat len to, Ze su vyrazne rychlejsie
ako v minulom roku a pomalsie ako v budicom roku.

Aplikacia a vyuzitie NGS technolégii

Vysoky vykon stcasnych sekvendtorov je mozné pouzit v Sirokom
spektre aplikécif, od pokrytia rozsiahlej oblasti celého gendmu (ultrasiroké
sekvenovanie), po sekvenovanie iba jednej oblasti s vysokym poctom
¢itani (ultrahlboké sekvenovanie). Vyhoda ultrahlbokého sekvenovania
je detekcia variantov, ktoré sa vo vzorke vyskytuju s nizkou frekvenciou
a prinos ultradirokého sekvenovania spociva v analyze vzoriek viacero
pacientov v kratsom case. Pre $pecifické Ucely mdzeme teda vyuzit celoge-
némové sekvenovanie zahfiiajlce de novo sekvenovanie a resekvenovanie
gendmov, exomové sekvenovanie kodujucich ¢asti DNA, sekvenovanie
transkriptdomu, ktory predstavuje subor vsetkych molekdl RNA (MRNA,
rRNA, tRNA a dalsie nekédujica RNA molekuly) a cielené resekvenovanie
(targeted resequencing) umoznuje sekvenovat iba vybrané gény alebo
vymedzenu oblast genému (15).

NGS technoldgie pontikaju celd plejddu moznostiich vyuzitia nielen
v medicine, ale aj v inych vednych odboroch. Viyznamné uplatnenie nacha-
dzaju napriklad v mikrobiomike zaoberajucej sa genomickymi analyzami
mikroorganizmoyv, kde umoznuje definovat napriklad mikrobiém ¢loveka,
v metagenomike, kde umoznuju stanovit druhy baktérif (a nielen baktérif)
vyskytujucich sa vo vzorkach pody, vody. Vo forenznej genetike rezonuje
potencidlny prinos epigenetickych studif zameranych na odlisenie mo-
nozygotnych (jednovajecnych) dvojciat, ktoré maju rovnaku sekvenciu
DNA a klasickymi genetickymi metddami sa nedali dosial rozoznat. Vo
fylogenetike NGS umozriuje Studovat evolu¢ny vyvoj a vztahy medzi
organizmami prostrednictvom celogenémovych komparativnych analyz.
(1-2,4-6,15-17).

Odborom, do ktorého NGS sekvenovanie prinieslo doslova revoltciu, je
nadorovd genomika. Realizovali sa rozsiahle vedecké projekty, ktoré prispe-
li ku komplexnejsej a k podrobnejsej charakteristike molekulovej podstaty
nadorovych ochoreni. Tieto studie dopomohli k objaveniu novych génov
asociovanych s danym ochorenim a k stanoveniu genetického profilu
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nadoru (18). Obrazok 2 znazormuje prehlad detegovanych somatickych
mutdcif vo vybranych onkohematologickych malignitach.

Z klinického hladiska st NGS technoldgie slubnym néstrojom s pria-
mym vplyvom pri nahradenf alebo doplnenf existujtcich laboratérnych
algoritmov: napriklad detekcia chromozémovych aneuploidii DNA plodu
pri neinvazivnej prenatélnej diagnostike, identifikdcia vzacnych genetic-
kych variantov ochoreni s mendelovskou dedi¢nostou, pri identifikacii
zdrodo¢nych mutdcif pri familidrnych syndrémoch. Potencidlne vyuZitie
je aj pri v¢asnej diagnostike Sirokého spektra tumorov, analyzou volne
cirkulujucej nddorovej DNA v plazme, napriklad detekcia mutdcii pri
kolorektdlnom karcinéme, mutacny status tumor- supresorovych génov
a chromozémovych prestavieb prilymfémoch alebo leukémidch, detekcia
DNA virusov asociovanych s ur¢itym typom nadoru (EBV — nazofarynge-
alny karcindm, HPV — cervikalne 1ézie) (17 — 20).

Obrdzok 2. Najcastejsie somatické mutdcie de novo detegované metddami
NGS v génoch hematologickych malignit

Ry

Vysvetlivky: HCL — viasatobunkovd leukémia, WM — Waldenstrémova makroglo-
bulinémia, FL - folikulovy lymfém, MCL — lymfém z pldstovych buniek, CLL — chro-
nickd lymfocytovd leukémia, MM — mnohopocetny myelom, ETP ALL — prekurzo-
rovd T-bunkovd akutna lymfoblastovd leukémia, DLBCL — difiizny velkobunkovy B-
-lymfém (18)

Zaver

Technoldgie NGS sa od svojho zavedenia vyznamne etablovali v oblas-
ti zakladného i aplikovaného genetického vyskumu a zacinaju vstupovat
na pddu klinickej diagnostiky. Pokial skuto¢ne dospejeme k rutinnému
pouzivaniu NGS, bude nevyhnutné vyriesit niekolko prekazok a otazok.
Vlygenerované mnozstvo primarnych dét je nutné spravnym spdsobom
uchovat a anotovat, efektivne analyzovat, ale predovsetkym spravne
interpretovat. Urcenie kvality sekvenac¢nych vystupov komplikuje aj ab-
sencia medzindrodnych $tandardov a sucasna rychlost regulac¢nych
orgdnoyv, ktoré su prekonané tempom vyvoja NGS technoldgil. Musime
aktivne pristUpit k edukacii nielen lekarskej obce, ale aj sirokej verejnosti,
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s cielom spravne pochopit, vysvetlit a pouZit ziskané informdcie. Hddam
do obdobia, ked'sa tato vyhliadka stane redlnou, budeme mat aj nalezity
progresivny zdkon o DNA, pretoze ide o data nielen citlivé, ale najma
cenné z viacerych aspektov.

Tento cldnok vznikol vdaka podpore v rdmci OP Vlyskum a vyvoj pre projekt:
Centrum vyskumu zdvaZnych ochoreni a ich komplikdcii. ITMS 26240120038,
spolufinancovany zo zdrojov Eurépskeho fondu regiondlneho rozvoja.
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