Sekvenovani dalsi generace (Next generation sequencing)

Sekvenovani dalsi generace je vynikajici ndstroj, ktery umoZniuje sekvenovat bud’' cely genom, nebo
jeho ¢asti, které jsou v dané chvili predmétem studia. Jednou z mozZnosti je sekvenace ¢asti genomu,
kterd se prepisuje na proteiny, tzv. exomu. Exomové sekvenovani ma tu vyhodu, Ze je levnéjsi a mlze
byt dikladnéjsi. Pfitom stale umozZiiuje hledat mutace, které jsou dulezité pfi vyvoji a 1éCbé raznych

onemocnéni.

Princip této metody spociva v hrubém nastépeni DNA naptiklad pomoci ultrazvuku. Timto zplsobem
ziskdme spoustu stépd, které ale nemaji zarovnané konce dvousroubovice — mohly by se tedy ¢asem
znovu ,slepit”. Z tohoto dlivodu se pridavaji nukleazy, které konce $tépl zarovnaji. Dochazi tak sice
ke ztraté ¢asti informace, ale vzhledem k tomu, Ze se takto lyzuje vidy vétsi mnozstvi bunék, je velka
pravdépodobnost, ze se kazda molekula DNA rozStépi na jiném misté. Samotnd sekvenace pak
probiha riznymi mechanismy, pficemz kazdy vyrobce pouziva jiny mechanismus sekvenovani. Jednou
z moznosti je rozdélit molekuly DNA pridanim oleje do malych kapicek tak, ze v kazdé kapicce je
pravé jeden Stép DNA. Vlastni sekvenace pak probihd metodou pyrosekvenovdani, kdy DNA uméle
replikujeme a s pomoci enzymu luciferdzy vizualizujeme pridavek kazdé baze. Jinou moZnosti
sekvenovani je navazani stépld DNA na podklad. K takto imobilizované DNA se opét syntetizuje dalsi
vldkno s fluorescencné znacenou bazi. Kazdé pfipojeni baze tak pocitac zachyti a vyhodnoti. Oba tyto
pfistupy maji jedno spolecné. UmoZznuji zaznam sekvenace spousty Stépl najednou. Cela analyza se

tak vyznamné zkracuje a zlevnuje proti klasickym metodam genomiky.

Sekvenovani dalsi generace se pouZiva nejen ve vyzkumnych projektech, v nichz se hledaji genetické
poruchy zodpovédné za vyvoj onemocnéni, ale také v klinické biochemii pro stanoveni mutacniho
profilu konkrétniho pacienta. Pfi vyzkumu se porovnava DNA nemocnych pacientt s referencni DNA
vytvorenou prlimérovanim zdravych jedincl. Ziskané genetické mutace se poté musi vyhodnotit,
jestli jde o tzv. vedouci mutaci, nebo naslednou mutaci. Vedouci mutace je ta, ktera je primarné
zodpovédna za onemocnéni. Ndsledné mutace se vyskytuji az v nemocné tkani jako nasledek snizené
kontroly buriky. V klinické biochemii se také hledaji mutace nemocného pacienta, ovSem za jinym
Ucelem. Néktera cilend léciva jsou zaméfena pouze na mutované proteiny a na normalni variantu
téchto proteind neudinkuji, jindy mutace genu pouziti téchto lééiv vylucuje. Tato cilend Iéciva se
uplatniuji zejména v onkologii, kde jsou mutacni profily nékterych nadorl dostatecné znamy.
Vzhledem kvysoké cené cilené lécby je velmi presna diagnostika pacienta nutnou podminkou

pro predepsani takové lécby.



Obr. 1 NGS llumina: Pfistroj pro sekvenovani dalsi generace firmy lllumina




