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Anotace

Bakalatska prace se zamétuje na sekvenovani a molekularni analyzu DNA v diagnostice
rakoviny. V praci jsou uvedeny a popsany jednotlivé metody sekvenovani se zaméfenim
pfevazné na sekvenovani nové generace. Prace charakterizuje rakovinu z pohledu
molekularni biologie a uvadi n¢které pticiny jejiho vzniku. Nasledujici ¢ast prace pojednava
o vyuziti celogenomového sekvenovani v diagnostice rakoviny s piiklady analyz
konkrétnich gent. V praci je také zminéna tiloha miRNA a zptlisob, kterym tyto molekuly

mohou ovliviiovat vznik rakoviny.

Klicova slova

Analyza, celogenomové sekvenovani, DNA, miRNA, rakovina, sekvenovéni
Annotation

Title: Whole-genome sequencing in cancer diagnosis

This bachelor's thesis focuses on DNA sequencing and molecular analysis in cancer
diagnosis. Individual sequencing methods are presented and described in the work, focusing
mainly on next-generation sequencing. The thesis characterizes cancer from the point of
view of molecular biology and specifies some of the causes of its occurrence. The following
part of the thesis discusses the use of whole-genome sequencing in cancer diagnosis with
examples of analyses of specific genes. The work also mentions the role of miRNAs and the

way in which these molecules can influence the development of cancer.
Keywords
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Uvod

V mé bakaléiské préci se budu zamétovat na sekvenovani a molekularni analyzu DNA.
V prvni ¢asti mé prace uvedu a popisu princip jednotlivych metod sekvenovani, které se
vyuzivaly k analyze DNA dfive az po metody sekvenovani nové generace. Sekvenovani
DNA je velice pfinosna oblast analyzy DNA, kterd ndm mutze pomoci v diagnoze riznych
onemocnéni. Vybrala jsem si vyuziti téchto metod v diagnostice rakoviny, které je vénovana
druha ¢ast mé prace. Rakovinu jako takovou struc¢né definuji hlavné z hlediska genetiky
a objasnim nékteré pficiny jejiho vzniku.

Metody, které se v posledni dobé nejvice uplatnily pti diagnostice rakoviny, jsou prave
metody celogenomového sekvenovani, popt. celoexomového sekvenovani €1 vybranych
genl DNA. O téchto metodach a jejich vyuziti bude posledni ¢ast mé bakalarské prace, kde
popisu, jak tyto metody funguji, v ¢em se odlisuji a co je jejich prednosti nebo naopak
nedostatkem. V této ¢asti zminim také diagnostiku molekul miRNA, které mohou mit rovnéz
vliv na vznik rakoviny. Nakonec se zam¢fim na analyzu konkrétnich gent s vyuZzitim praveé
celogenomového sekvenovani, které miize byt vyznamnym nastrojem k identifikaci mutaci

rakovinnych gent a nasledné k 1écbé rakoviny.
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1 Sekvenovani a molekularni analyza DNA

Sekvenovani DNA je proces vyuzivajici biochemickych metod ke stanoveni spravného
poradi nukleotidi v molekule DNA. V minulosti se pouZzivalo rozstépeni izolované DNA na
fragmenty pomoci restrikénich enzymi (endonukledz), to poté umoznilo sestaveni
nukleotidli z danych fragmenti do spravného potadi (Vrba, 1994). Mezi prvni techniky
sekvenovani DNA miizeme zatadit metody pojmenované po svych objevitelich — Sangerovo
sekvenovani a Maxam-Gilbertovo sekvenovani. Metody nésledné vznikajici po téchto se
oznacuji jako metody nové generace (next generation sequencing) (Kchouk et al., 2017).
Tyto metody se od pivodnich li§i pfedevsim kapacitou a objemem ziskanych dat. Mezi
nejvyznamnéj$i metody molekuldrni analyzy DNA patii Polymeradzova fetézova reakce
(PCR), kterou poprvé popsal Kary Mullis se svymi kolegy jiz v roce 1987 (Srseii et al., 2000)
av roce 1993 za ni obdrzel Nobelovu cenu (Hoffman, 2022). Tato metoda se uplatiiuje v fadé
modifikaci a variantdch a je 1 soucasti Sangerova sekvenovani a nckterych metod

sekvenovani nové generace.

1.1 Polymerazova retézova reakce

PCR neboli ,,polymerase chain reaction* (polymerazova fetézova reakce), je metoda
molekularni biologie, pii které dochazi k amplifikaci (zmnozeni) specifického useku DNA.
Principem této metody je opakovana replikace nukleovych kyselin, kterd je doprovazena
termostabilni DNA polymerdzou (Stan€k, 2013). Tato metoda se provadi in vitro v laboratofi
a reakéni smés obsahuje templatovou DNA, ktera byla izolovana ze vzorku, jiZ zminénou
DNA polymeréazu Taq, DNA primery a smés dNTP (deoxyribonukleosidfosfat). Pro aktivitu
DNA polymerazy je také nezbytné slabé zasadité prostiedi, které zprostfedkuje pufr
a hotecnaté¢ ionty (SrSen et al., 2000; Beranek, 2016).

Pribéh samotné reakce se skladé ze tfi fazi. Nejprve se reakéni smés napipetuje do
zkumavek, které se vlozi do termocykleru, zde probihaji teplotni cykly, které se 1isi pro
kazdou fazi reakce. Prvni fazi je denaturace DNA, kdy se zkumavka zahieje na vysokou
teplotu okolo 94-95 °C — takto vysoka teplota zptlisobi separaci (rozvolnéni) dvoutetézcoveé
DNA, jednoftetézcova vldkna nasledné slouzi jako templat pro DNA polymerazu. Druhou
fazi je tzv. annealing, principem tohoto procesu je nasedani primerti na DNA vlakno.
Primery jsou kratké oligonukleotidy, které jsou chemicky syntetizované a nasedaji ke
komplementarnim usekim templatové DNA. Jejich 3'-OH-konce slouzi jako pocatek
replikace pro DNA polymerazu. Primery tedy takto vymezi isek DNA, ktery bude nasledné

amplifikovan.
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Druhé faze probiha za teploty 50-60 °C a trva pfiblizn¢ 30 az 90 sekund (Bartova,
2011). Vysledkem druhé faze je sekvence ohraniend primery a takto jsou obé vlakna
templatové DNA pfipravena na tfeti fazi — prodlouzeni (elongaci) (Roche, 2021). Tieti faze
probiha na principu polymeracni reakce, kdy dochazi k syntéze nového tetézce DNA, ktery
je komplementarni k ptiivodnimu vlaknu. DNA polymeraza nasedne na primery, které
vymezily dany tsek DNA a dochazi k pfipojovani volnych nukleotidd k vlaknu DNA na
zaklad¢ komplementarity bazi. Tieti faze vyzaduje zvySeni teploty na 72 °C a trva 45-90
sekund (Bartova, 2011). Cely cyklus slozeny z vySe popsanych fazi se muze opakovat
nékolikrat za sebou, kdy se vyuziva vzdy vytvorena kopie DNA, z dan¢ho duplikatu poté
vznikaji dalsi dvé nové kopie (Roche, 2021). Piiblizné po 30 cyklech Ize takto ziskat az 10°
kopii daného tiseku DNA.

Produkt PCR miiZeme analyzovat pomoci gelové elektroforézy, kde vizualizace
probiha barvenim (SrSen et al., 2000). K detekci produktu se ¢asto pouziva ethidium bromid
(Pereira et al., 2017) ¢i napt. barvy SYBR, které¢ se vyznacuji vysokou citlivosti a nizkou
mutagenitou. Tato metoda mize byt vyuzita k diagndze mnoha nemoci, jako jsou infekéni
onemocnéni HIV, syfilis, hepatitida. Dale slouzi k pritkazu leukémie €i testu otcovstvi
(Rahman et al., 2013). Vyhodou této metody je, Ze k reakci je zapotiebi velmi malé mnoZstvi
DNA a mizeme ziskat miliardy kopii piivodni DNA pouze z jedné molekuly (Bartova,
2011). Nevyhodou mize byt financni aspekt této metody, kdy jsou vyzadovany drahé
ptistroje a vybaveni. Nicméné v dnesni dob¢ jsou jiz cykléry cenove dostupné. Je zapotiebi
1 kvalifikovany personal a mize dochazet i k fale$Sné pozitivnim ¢i negativnim vysledkim,
kter¢ mohou sniZovat presnost a citlivost reakce. Je tedy potfeba dbat na spravnou praci

a Cistotu (Rahman et al., 2013).
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Obradzek 1 — Priibéh PCR: nejprve dochdzi k rozvolnéni dvouretézcové DNA vlivem zahrivani (tzv. denaturace), ve druhém
kroku dochadzi k naseddni primert na jednoretézcova vidkna (tzv. annealing), primery slouZi jako pocdtek pro replikaci
DNA. V posledni fazi dochadzi k syntéze nového retézce DNA, ktery je komplementdrni k pivodnimu — tento krok se nazyvad
prodlouZeni (extension) — takto je uzavien prvni cyklus PCR, cykli mazZe byt aZ 30 a vZdy se pfi nich exponencidlné zvysuje
pocet vzniklych kopii (Thermo Fisher).

1.2 Sangerovo sekvenovani
Vétsina technik sekvenovani DNA se zaméfuje na zjiSt'ovani pofadi nukleotidovych
bazi, které se postupné piifazuji pii syntéze nového fetézce DNA, ktery vznikd podle
piedlohy DNA, tzv. templatu.
Sangerovo sekvenovani je pojmenovano podle jeho objevitele Fredericka Sangera.
Tato metoda v roce 1977 umoZnila ¢teni velmi dlouhych fetézct, konkrétné az 1000 bazi na
jednu sekvenacni reakci. Pti této metodé dochézi k opakované syntéze nového fetézce DNA.
Pti kazdém opakovani je ale syntéza pferuSena, protoze se do fetézce ndhodné zacleni
znaceny dideoxynukleotid (ddNTP), coz je modifikovand nukleotidova baze a ta zptisobi, ze
DNA polymeraza neni schopna pokracovat v syntéze nového fetézce. Nezbytnou soucasti
jsou specifické fluorescencni barvy, kterymi se dané modifikované baze znaci. Kazdy ze
¢tyt nukleotidll je oznaCeny odliSnou fluorescenéni barvou, diky tomu poté pii sekvenaci
pozname, o ktery nukleotid se jednd a miizeme urcit jeho potfadi. Vlivem nahodného
prerusovani pii syntéze nového komplementarniho fetézce DNA vznikaji rtizn¢ dlouhé
molekuly. Vysledkem je smés molekul, které mohou obsahovat od 10 az do 1000 bazi
(Kolisko, 2017). Molekuly DNA se poté setadi od nejkratSich po nejdelsi a nasledné se
precte jejich potradi béazi (vysledna sekvence), vyhodnoceni probihd pomoci gelové
elektroforézy (Stankova et al., 2010). V soucasnosti se Sangerovo sekvenovani provadi

v usporadani kapilarni elektroforézy s fluorescencnim detektorem.
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Tyto analyzéatory umoznuji paralelni analyzu desitek vzorkl. Kapilarni elektroforéza ma
oproti klasické elektroforéze vyssi separacni ucinnost a je rychlejsi (Beranek, 2016).
Vyhody této metody spocivaji hlavné v délce vznikajicich tsekli DNA, které se daji
sekvenovat jedinou reakci a také v piesnosti ¢tent, pii kterém vznikd minimum chyb. Naopak
mezi nevyhody patii, Ze dochéazi k sekvenovani pouze jednoho tseku DNA v ramci celého
procesu, dale je nevyhodou relativné vysoka cena a nizka rychlost (to se miize poté negativné

projevit napt. pii sekvenovani celého genomu) (Kolisko, 2017).
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Obradzek 2 — Sangerovo sekvenovdni: v prvni ¢asti obrdazku je plvodni sekvence DNA, dochdzi zde k tzv. retézové terminacni
PCR, kterd je charakteristickd priddnim modifikovanych ddNTP, které jsou fluorescencné znacené. Principem je priddvdni
nukleotidi k rostoucimu retézci DNA, pricemZ vznikd fosfodiesterovd vazba mezi 3°-OH skupinou posledniho nukleotidu
a 5'-fosfatem ndsledujiciho nukleotidu. Prave diky zaclenéni ddNTP dochdzi k preruseni syntézy nového retézce DNA,
protoZe ddNTP neobsahuji 3°-OH skupinu nutnou ke vzniku fosfodiesterové vazby. Vysledkem jsou rizné dlouhé
oligonukleotidové kopie. V druhé dsti obrdzku je zndzornéna kapildrni elektroforéza s fluorescencnim detektorem, kterd
oddéli dané oligonukleotidy na zdkladé velikosti — kratsi fragmenty se budou v gelu pohybovat rychleji. Z vysledného
zdznamu muZeme urcit poradi nukleotidd plvodni sekvence DNA — gel cteme zezdola nahoru (Merck, 2023).

1.3 Maxam-Gilbertovo sekvenovani

Maxam-Gilbertovo sekvenovani je chemickd metoda, jejiz podstatou je specifické
Stépeni molekuly DNA chemickymi €inidly v mistech baze daného typu (Staiikkova et al.,
2010). Useky DNA se rozitépi na fragmenty o velikosti n&kolika stovek parti bazi. Pomoci
polynukleotidové kinazy a terminalni transferazy se konce fragmentti oznaci radioaktivné.
Vlivem hydroxidu sodného dochazi k denaturaci fetézci a poté probéhne elektroforéza
v gelu obsahujicim mocovinu. U obou separovanych fetézchi DNA se zaznamend
radioaktivni zafeni na fotograficky papir a podle jejich polohy radioaktivnich fragmentt se
nasledné fetézce vytiznou z gelu. Poté je jednotetézcova DNA rozde€lena do ¢tyt zkumavek

(Beranek, 2016).
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Kazda zkumavka obsahuje chemicka c¢inidla pro konkrétni typ béaze. Probéhne opét
elektroforéza, kde se jednotlivé useky sefadi podle jejich rychlosti v gelu — v elektrickém
poli se kratsi useky pohybuji rychleji, delsi pomaleji (Stankova et al., 2010). Nasledn¢ se
vyhodnoti potfadi nukleotidl na zaklad¢ radioaktivné znacenych fragmentiit DNA (Beranek,
2016).

Nevyhodou je ¢asova narocnost metody, potenciondlni ztraita DNA pelety béhem
centrifugace a precipitace ethanolem ¢i koprecipitace hydrazinu s DNA (Jagadeeswaran et
al., 1986). Pro toxicitu reagencii (jako je pravé hydrazin) a vysokou teplotu pti degradaci

nukleovych kyselin se tato metoda jiz nepouziva (Beranek, 2016).

G A+G C+T C

TTTTTTTTITTTTT T
TTTTTTTTTTTTT -
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R it -
CTTTTTTTTITTTITT YT

Obrazek 3 — Maxam-Gilbertovo sekvenovdni: na prvnim obrdzku jsou zndzornény radioaktivné znacené fragmenty DNA.
U fragmenti s radioaktivnim znacenim na jejich 5° konci probéhne elektroforéza, pri které se kratké fragmenty v gelu
pohybuji rychleji neZ ty dlouhé, gel se poté Cte zezdola nahoru. Pokud je zvyraznény prouZek G i A+G jednd se o nukleotid
guanin, pfi zvyraznéni pouze A+G prouzku se jednd o adenin, stejné tomu tak je i u prouzki C+T a C. Vyslednd sekvence
z obrdzku by tedy méla byt prectena jako ,,GTTAGCTAC” (Goon Suet Min, 2021).
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2 Sekvenovani nové generace

2.1 Sekvenovani druhé generace
Prvni zpravy o sekvenovani druhé generace se zacaly Sifit v roce 2005, je znamé také
pod zkratkou NGS, coz znamena next generation sequencing. V dneSni dob¢ existuje jiz
minimalné pét vyrobcu technologii NGS, které jsou ureny pro celogenomové sekvenovani
s vyuzitim v klinické praxi. Tyto technologie se sice 1isi principem sekvenovani i amplifikaci
fragment DNA, avSak tada krokii pti ptiprave vzorkt DNA ¢i pfi nasledném hodnoceni
vysledkl je podobna (Beranek, 2016). V této kapitole zminim ty nejpouzivanéj$i metody
NGS.
2.1.1 Technologie 454 sekvenovani
Prvni sekvenator vyuZivajici tuto technologii se nazyva 454 Genome FLX System,
je komercné dostupny od roku 2005 a jeho principem je metoda tzv. pyrosekvenovani. Jedna
se o proces, pfi kterém se béhem syntézy komplementarniho fetézce DNA uvoliuje
pyrofosfat vlivem zacéleiiovani nukleotidi DNA polymerazou (Phoebe Chen et al., 2010).
Tato technika je zaloZena na enzymatickych reakcich, béhem kterych dochazi k produkci
svétla (emisi fotonll) — tu iniciuje pravé uvolnény pyrofosfat. Intenzita zablesku svétla
odpovidd poctu zaclenénych nukleotidii do nového fetézce DNA a zaznamenava se
prostfednictvim detektoru. Pyrosekvenovéani je katalyzovdno Ctyfmi enzymy: ATP
sulfuryldazou, apyrazou, luciferazou a jiz zminénou DNA polymerazou (Agah et al., 2004).
Cim vice je za¢lenénych nukleotidil, tim vétsi je mnozstvi uvolnénych fotont, které jsou
poté zaznamenany pomoci sekvenatoru. Mezi vyhody metody pyrosekvenovani patii jeji
rychlost, pfesnost a plnd automatizace, proto je v sou€asnosti jeji princip vyuZivan pii

sekvenovani nové generace (Beranek, 2016).
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Obrdzek 4 — Pyrosekvenovdni: na obrdzku A dochdzi k navdzdni primeru, ktery je komplementdrni k adaptéru sekvence
DNA a k ndslednému prifazovdni komplementdrnich nukleotidi prostrednictvim DNA polymerdzy (DNAP), pricemZ se
uvolni pyrofosfat (PPl). Je dileZité zminit, Ze misto deoxyadenosintrifosfatu (dATP) se vyuZivd deoxyadenosin-alfa-
thiotrifosfat (dATPasS), ktery nemiZe byt rozpozndn luciferdzou a nevede tedy k neZadouci produkci svéetla. PPl reaguje
s adenosinfosfosulfatem (APS), ktery je pritomen v roztoku za vzniku ATP, reakce je katalyzovdna ATP sulfuryldzou. ATP
ndsledné za katalyzy luciferindzou zpisobi preménu luciferinu na oxyluciferin a dojde zde k produkci svétla (obrdzek B).
V posledni fazi (obrdazek C) dochdzi k detekci emise svétla pomoci softwaru, kdy mnoZstvi produkovaného svétla je primo
umérné mnoZstvi ATP v roztoku, coZ poukazuje na to, kolik nukleotidd bylo priddno do prodluZujiciho retézce DNA (Nguyen,
2021).

Technologie 454 sekvenovani vyuziva principu klonalni amplifikace metody
emulzni PCR. Pfi této metod¢ dochdzi k hybridizaci jednofetézcovych fragmenti DNA ke
specidlnim kuli¢kam, které obsahuji sekvenci DNA komplementarni k danym fragmentiim
a slouzi tak jako primer pro amplifikacni reakci. Emulzni PCR ma nazev podle olejové
emulze s vodou, kterd obklopuje kazdou kulicku a probihd zde nasledna amplifikace.
Dilezité je, ze béhem tohoto procesu se vaze pouze jeden fragment DNA na jednu kulicku.
Po skonceni této reakce nese kazda kulicka piiblizn€ 10 milionti kopii, které jsou identické
k plivodnimu navdzanému fragmentu DNA.

Dalsim krokem reakce je tzv. enrichment neboli obohaceni kulicek, kdy na kuli¢kach
zlstane pouze amplifikovand DNA (jednofetézcové fragmenty DNA) a zbytek se odmyje.
Na takto upravené kuli¢ky se pfipoji primer a smés se nanese do specidlni pikrotitracni
desticky (PTP = pico titer plate), ktera je uzpusobena tak, ze do jedné jamky zapadne pouze
jedna kulicka. Do desticky se poté piidaji dalsi kulicky, které jsou nezbytné pro pribéh
pyrosekvenacni reakce, obsahuji enzymy sulfuryldzu, DNA polymerdzu, luciferdzu
a apyrazu. Jsou ptitomny také kulicky se substraty luciferinem a adenosin 5’-fosfosulfatem

(APS), kazdy jmenovany enzym ¢i substrat ma danou roli béhem reakce.
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DNA polymeraza umoziiuje na zékladé¢ komplementarity zaclenéni nukleotidu do nového
fetézce DNA, tento proces je charakteristicky uvolnénim pyrofosfatu. Za ptitomnosti APS
aenzymu sulfuryldzy se pyrofosfat pfeménuje na ATP, coz zplsobi za pfitomnosti
luciferazy konverzi luciferinu na oxyluciferin. Pravé tuto reakci doprovazi jiz zminéna emise
fotonli, kterou zaznamenava CCD detektor (Koubkova et al., 2014). Apyraza slouzi
k degradaci nespottebovanych nukleotidii.

Samotné vyhodnoceni zaznamu sekvenovani probihd tak, Ze CCD kamera ptevede
svételné impulsy na pfisluSné sekvence nukleotidii, u kterych se poté urci jejich potradi

v danych jamkach pikrotitra¢ni desticky (Beranek, 2016).

Obrdzek 5 — Jednotlivé kroky u emulzni PCR: prvni obrdzek — navdzdni fragmenti DNA na povrch kulicek, druhy a treti
obrdzek demonstruje uzavieni a ndslednou amplifikaci v olejové emulzi, Ctvrty obrdzek — uvolnéni kulicky z tzv.
mikroreaktoru olejové emulze (Mardis, 2008).

Obrdzek 6 — Pikrotitracni desticka: kulicky uvolnéné z olejové emulze s navdzanymi fragmenty DNA se napipetuji do
pikrotitracni desticky, kterd obsahuje 96 jamek — na kazdou jamku pripadd jedna kulicka s amplifikovanym fragmentem
DNA. Do desticky se také pridaji vsechny nezbytné enzymy pro prubéh pyrosekvenacni reakce (viz Obrdzek 4 —
Pyrosekvenovdni: na obrdzku A dochdzi k navdzdani primeru, ktery je komplementdrni k adaptéru sekvence DNA a
k ndslednému prirfazovdni komplementdrnich nukleotidi prostrednictvim DNA polymerdzy (DNAP), pricemZ se uvolni
pyrofosfat (PPl). Je daleZité zminit, Ze misto deoxyadenosintrifosfatu (dATP) se vyuZivd deoxyadenosin-alfa-thiotrifosfat
(dATPaS), ktery nemiZe byt rozpozndn luciferdzou a nevede tedy kneZddouci produkci svétla. PPl reaguje
s adenosinfosfosulfatem (APS), ktery je pfitomen v roztoku za vzniku ATP, reakce je katalyzovdna ATP sulfuryldzou. ATP
ndsledné za katalyzy luciferindzou zplsobi pfeménu luciferinu na oxyluciferin a dojde zde k produkci svétla (obrdzek B).
V posledni fazi (obrdzek C) dochdzi k detekci emise svétla pomoci softwaru, kdy mnoZstvi produkovaného svétla je primo
umérné mnoZstvi ATP v roztoku, coZ poukazuje na to, kolik nukleotidd bylo priddno do prodluZujiciho retézce DNA (Nguyen,
2021).), diky které ndsledné dochdzi k detekci sekvence nukleotidd (Mardis, 2008).
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2.1.2 Technologie firmy Illumina

Firma Illumina odkoupila patent této technologie od firmy Solexa v roce 2007.
Illumina vyuziva sekvenatory HiSeq, MiSeq ¢i NextSeq. Sekvenovani probihd v pritokové
cele (sklenéna desticka) a musi mu predchazet opét klonalni amplifikace, ale tentokrat
pomoci metody bridge PCR (Beranek, 2016).

Soucasti bridge PCR je prutokova cela obsahujici 8 kanalt, na jejiz povrchu probihé
,mustkova* amplifikace fragmentii DNA pomoci DNA polymerazy. Prostiednictvim DNA
polymerazy dochazi ke vzniku mnohondsobného mnozstvi kopii DNA, tyto kopie miizeme
oznacit jako tzv. clustery, kdy kazdy cluster obsahuje priblizn¢ jeden milion kopii ptivodniho
fragmentu DNA (Mardis, 2008).

DNA fragmenty jsou nejprve upraveny na velikost, kterd neptesahuje vice jak 800
bazi a k jejich konclim jsou pfipojeny adaptory. Fragmenty jsou nasledné denaturovany
anavazi se na povrch cely, kterda obsahuje adaptory komplementarni k upravenym
fragmentim. Adaptory na povrchu cely maji funkci jako primery a jsou tak nezbytné pro
syntézu dvoufetézcové DNA. Vznikld dvoufetézcovd DNA je nasledné¢ denaturovéna.
Plvodni fetézec je z prutokové cely odmyt, naopak nové syntetizovany fetézec je kovalentné
navazany kpovrchu cely a hybridizuje k primerim. Vlivem hybridizace dochazi
k ptemosténi (ohnuti) vlakna, tim se uzavird jeden cyklus PCR. V dal§im cyklu je primer
znovu prodlouzen DNA polymerdzou, coz vede nasledné ke vzniku dvoufetézcového mostu.
Tyto mosty jsou opét denaturovany a jako templaty pro reakci budou slouzit jiz zminéné
clustery DNA (Koubkova et al., 2014).

Clustery obsahuji pouze forward vldkna neboli vladkna pfima. Tyto vlakna vznikaji
odstépenim reverznich vldken pomoci restrikéniho enzymu v oblasti primeru. Béhem tohoto
sekvenovani se vyuzivaji reverzibilné terminacni nukleotidy A, C, T, G, kde kazdy nukleotid
je znaceny jinym fluoroforem. Nukleotidy obsahuji deoxyribosu, u které je hydroxylova
skupina, umisténd na C3 uhliku, reverzibilné modifikovdna funkéni allylovou ¢i
azidomethylovou skupinou. Nasledné se tyto deoxynukleotidy ptidavaji najednou do
kazdého cyklu reakce. Béhem sekvenovani poté dochazi k emisi fotonil, kdy se pomoci
detektoru zaznamenavaji vinové délky, které odpovidaji danému typu nukleotidu. Soucasti
syst¢tmu tohoto sekvenovani je digitalni fotografické zafizeni, které zaznamenava
fluorescencni signaly uvolnéné béhem emise. Po zaznamu fluorescence dochdzi k uvolnéni
hydroxylové skupiny, odstépi se fluorofor z daného nukleotidu, nésleduje jeho odmyti

a fetézec se prodlouzi o takovy nukleotid, ktery odpovidé vlnové délce emitovanych fotont.
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Technologicka zatizeni firmy Illumina obsahuji software, ktery analyzuje data z daného
sekvenovani. Software dosahuje presnosti ¢teni az 99,9 %, coz je umoznéno piitomnosti
vétSsitho mnozstvi kamer v systému. V HiSeq sekvenatoru lze v sou€asnosti ziskat za méné

nez hodinu zdznam sekvence DNA o velikosti lidského genomu (Berdnek, 2016).
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Obrdzek 7 —Sekvenovani firmy lllumina: Nejprve dochdzi k fragmentaci DNA, k jejich konctim se pfipoji adaptory. Ndsledné
se fragmenty s adaptory navdZi na povrch pritokové cely — dojde k premosténi (bridge PCR). Vysledkem bridge PCR
jsou clustery, které budou slouZit jako templdty pro reakci, béhem sekvenovani je kazdy nukleotid znaceny fluoroforem.

Uvolriuji se emitované fotony a pomoci detektoru se zaznamendvaji fluorescencni signdly charakteristické pro dany
nukleotid (GenScript).
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2.1.3 Technologie Ion Torrent

Ion Torrent je technologie zalozend na sekvenovani s vyuzitim polovodi¢i neboli ion
semikonduktor. Jedna se o sekvenovani DNA, jejiz hlavnim principem je detekce
vodikovych iontl, které se uvoliluji beéhem elongace nového fetézce DNA vlivem
inkorporace (zaclenovani) novych nukleotidi (Goswami, 2022).

Této metodé také predchazi emulzni PCR jako u technologie 454 (Beranek, 2016),
lisi se ale naopak tim, ze nevyuziva zadnych skenerti, kamer ani detekce svétla (Gupta,
2014). V soucasnosti pro tuto metodu existuji celkem Ctyfi zatizeni: lon Proton, Ion S5, Ton
S5 XL systém a Ion Personal Genome Machine (PGM).

PGM sekvenator vyuziva polovodi¢ovych ¢ipti, na jejichz povrchu jsou mikrojamky.
Kazda mikrojamka obsahuje jednotfetézcovy templat DNA (produkt emulzni PCR), dno
jamek je pokryto ion-senzitivni vrstvou a pod mikrojamkami je pfitomen iontovy senzor,
ktery zaznamenava uvolnéné ionty s naslednou zménou pH (Goswami, 2022). Jednotlivé
pulsy vznikajici pii uvolnéni vodikovych iontii se méfi velmi citlivym milivoltmetrem, ktery
zaznamenava zmény o 0,02 jednotek pH. Pulsy jsou poté vyhodnoceny pocitacem (Beranek,
2016). Pokud pfi syntéze nového DNA fetézce dojde k zaclenéni dvou stejnych nukleotidd,
detektor vyhodnoti signal jako dvojnasobny. Naopak kdyz nukleotid neni komplementarni,
signal je nulovy. V soucasnosti je pokroc€ilejsi sekvenator Ion Proton, ktery vyuziva Cipy
s v&tsi kapacitou umoziujici sekvenaci i celého genomu. Metoda je jednoducha, rychla,
levna a ma uplatnéni napt. ve vyzkumech dédi¢nych onemocnéni, infekénich onemocnéni,
onkologie ¢i typizace lidského leukocytarniho antigenu (HLA) (Gupta, 2014; Koubkova,
2014; Thermo Fisher).

22



Sensing layer

Sensor plate

Drain To column

= receiver
Silicon substrate

Obrdzek 8 — Technologie lon Torrent: Principem je detekce zmény pH, pri které dochdzi po zaclenéni nukleotidu DNA
polymerdzou. Na obrdzku je zndzornéna mikrojamka Cipu, kterd obsahuje nové syntetizujici retézec DNA, na dné
mikrojamky je ion-senzitivni vrstva a prostrednictvim iontového senzoru se zaznamendvaji uvolnéné vodikové ionty. Dané
napéti se méri citlivym voltmetrem. Data jsou poté vyhodnocena pocitacem (Chang et al., 2015).

2.2 Sekvenovani tieti a vysSi generace

Sekvenovani tieti, popf. vysSi generace je momentaln€ nejmodernéjSi metoda ke
zjisténi potadi nukleotidi v DNA. Od sekvenovani druhé generace se primarné lisi tim, ze
zde neni potieba pied samotnym sekvenovanim provést amplifikaci DNA. Dochazi tedy

rovnou k sekvenovani pivodni molekuly DNA neboli single molecule sequencing (SMS).

2.2.1 True Single Molecule Sequencing (tSMS)

Jedna se o prvni SMS technologii vyvinutou spole¢nosti Helicos BioSciences.
Funguje na stejném principu jako technologie Illumina s rozdilem, ze zde neni zapotiebi
krok klonalni amplifikace pomoci bridge PCR (Heather et al., 2015).

Pti této metod¢ nejprve dochazi k denaturaci genomové DNA a k jeji fragmentaci na
velikost okolo 100-200 parti bazi. Ke 3 ’konciim DNA fragmenti se pfipoji polyadenylacni
adaptory, které obsahuji fluorescen¢ni nukleotid. Proces probiha na povrchu pritokové cely,
kde jsou ptitomny oligo-dT50 primery, které jsou komplementdrni k polyadenylacnim
koncim DNA fragment (Thompson, 2011). U ptipravené DNA knihovny, coZ jsou jiz
zminéné DNA fragmenty se znacenymi polyA konci, dojde k hybridizaci na povrch
pritokové cely a nasledné se detekuji fluorescen¢né znac¢ené polyadenyla¢ni adaptory, diky
tomu zjistime lokaci kazdého DNA fragmentu. Fluorescen¢ni nukleotidy adaptort jsou poté
odmyty amize dojit k sekvenaci (Nguyen, 2021). Prvnim krokem je ptfidani DNA

polymerazy a deoxynukleotidi do kazdého kanalu pratokové cely.
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Nejprve dochézi k prodlouzeni zminéného primeru na zadkladé¢ komplementarity s DNA
fragmentem, o tuto tlohu se postaré prave jeden ze Ctyt nukleotidii — deoxythymidintrifosfat
(dTTP), ktery je komplementarni k polyadenyla¢nim konciim fragmentu (Beranek, 2016).
Zbyvajici deoxynukleotidy ve smési jsou tzv. reverzibilné terminacni nukleotidy, jsou
nezbytné pro reakci, protoze umoziuji DNA polymeraze ptidat pouze jeden nukleotid cili
po zaclenéni jednoho nukleotidu se polymerace zastavi. Po inkorporaci jednoho nukleotidu
dochazi k detekci fluorescencniho signalu v daném misté cely. Jelikoz jsou vSechny
terminacni nukleotidy znacené stejnym fluoroforem, pted zaclenénim dalSiho nukleotidu
musi byt fluorofor odstranén. Nespotiebované nukleotidy se vzdy ze smési odmyji a cyklus
sekvenovani se nasledné¢ opakuje, dokud neni cely DNA fragment plné sekvenovan.
Vysledna data jsou analyzovana pocitacovym softwarem, pomoci kterého se poté vyhodnoti
sekvence ptivodni molekuly DNA. Ackoliv se tato metoda obejde bez amplifikacniho kroku,
jeji nevyhodou je pomérné vysoka cena a je pomalejsi nez ostatni metody, které ji proto

pozdé¢ji nahradily (Nguyen, 2021; Beranek, 2016).
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Obrdzek 9 — Proces tSMS na povrchu pritokové cely: obrdzek A zndzorriuje priddni vZdy jednoho ze Ctyr reverzibilné
terminacnich nukleotid( s fluorescencni znackou a jeho pripojeni k prodluZujicimu retézci. Obrdzek B — dochdzi k odmyti
nenavdzanych nukleotidd a k detekci fluorescencniho znaceni pomoci laseru, aby se urcilo, u kterych DNA fragmenti doslo
k zaclenéni nukleotidu k prodluZujicimu retézci. obrdzek C — pred priddnim dalsiho nukleotidu musi dojit k odstranéni
fluorescencni znacky, ndsledné se proces opakuje s priddanim dalsiho nukleotidu, data jsou poté analyzovdna pocitacovym
softwarem, ktery vyhodnoti sekvenci plvodni molekuly DNA (Nguyen, 2021).
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2.2.2 Single Molecule Real Time Sequencing (SMRT)

Jednd se o dal$si metodu sekvenovani tieti generace, kterd umoziiuje detekci
inkorporace nukleotidi béhem procesu elongace v readlném case, a to bez pouziti klonalni
amplifikace DNA. V soucasnosti se tato metoda zafazuje pod firmu Pacific BioSciences,
vyznacuje se vysokou citlivosti (DNA Technologies Core, 2022; Kolisko, 2017) a umoznuje
identifikaci DNA molekul o velikosti vice nez 50 kilobazi (kb).

U ostatnich NGS metod dochazelo k inkorporaci nukleotidl prostfednictvim DNA
polymerazy, ktera se pohybovala podél DNA templatu. U této metody je rozdil v tom, Ze
DNA polymeraza je uzaviena (ukotvena) v jamce kfemenného Cipu, tzv. SMRTcell a tim je
zajiSténa jeji imobilizace (Athanasopoulou et al., 2022). Kfemenny Cip obsahuje miliony
jamek, které se oznacuji jako zero-mode waveguide (ZMW) a poskytuji nejmensi mozny
objem pro detekci svétla (Rhoads et al., 2015). ZMW maji prameér jen desitky nanometri
a jsou tedy navrzeny tak, aby nepropoustély denni svétlo ale pouze uzky laserovy paprsek
(Beranek, 2016). Kromé DNA polymerazy je nedilnou soucasti smési v jamce templat DNA
neboli tzv. SMRTbell. Struktura SMRTbell vznikla pfipojenim adaptor k obéma konciim
dvoutetézcové DNA, tim vznikla uzaviena kruhova jednotetézcova vldkna na obou koncich
templatu. Na jednoietézcové vlakno poté nasedd DNA polymeraza ukotvena v jamce Cipu
a muze zacit replikace.

Do mikrojamek se nasledné piidavaji fluorescenéné znacené nukleotidy, kazdy
nukleotid je znaceny odliSnym fluoroforem a pomoci laseru dochazi k emisi svétla vlivem
zaclenéni komplementarnich nukleotidii do prodluzujiciho fetézce DNA (Rhoads et al.,
2015; Athanasopoulou et al., 2022). Rozhodujicim faktorem je zde délka zdznamu
fluorescence — inkorporace nukleotidu trvd fadové milisekundy, naopak pokud
k inkorporaci nedojde, protoze nukleotid neni komplementarni a pouze difunduje v jamce,
zaznam fluorescence trvd jen nékolik mikrosekund. Pravé ztohoto divodu probiha

hodnoceni v realném case (Beranek, 2016).
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Obrdzek 10 — Sekvenovdni SMRT: pripojenim adaptori k obéma koncim DNA fragmentu vznikd kruhovad struktura tzv.
SMRTbell. Na poslednim obrdzku je SMRTbell zndzornéna v jamce Cipu, na jejiz dné je ukotvena DNA polymerdza
a s primery pfitomnymi v adaptorech mize zacit sekvenovdni. Pri zaclenéni fluorescencné znaceného nukleotidu DNA
polymerdzou dochdzi k produkci svételného pulsu (Pavlovic et al., 2020).
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Obrdzek 11 — Sekvenovdni SMRT: na obrdzku je zndzornén zdznam fluorescence ze sekvenovdni SMRT, graf popisuje
zavislost intenzity svetelnych pulsG v case, kdy C a A pulsy znaci nukleotidy zaclenéné do prodluZujiciho retézce
DNA (Rhoads et al., 2015).

2.2.3 Technologie nanopori

Tato metoda byla uvedena spole¢nosti Oxford Nanopore Technologies a vyznacuje
se svoji schopnosti ¢teni velmi dlouhych sekvenci obsahujicich az desitky tisic bazi. Stejné
jako predeslé metody tieti generace ani tato nevyzaduje amplifikaci DNA ¢ili sekvenovani
probiha z jediné molekuly DNA (Bharagava et al., 2019; Kolisko, 2017).

Zakladem této techniky je membrana ponofend v elektrolytu, kterd obsahuje
nanopory (Vilgis et al., 2018). Nanopory jsou otvory o velikosti okolo 1 nm a mohou byt
bud’ syntetické na bazi silikonu ¢i biologické, které jsou tvoiené z transmembranovych
proteind, napt. z alfa-hemolyzinu (Beranek, 2016). Souc¢asné pouzivany sekvenator pro tuto
metodu je MinlON, ktery obsahuje 512 kanald, v kazdém kandlu jsou 4 nanopory.
Nezbytnym krokem je rozStépeni dvouvldknové DNA na jednovldknovou pomoci
motorového proteinu s helikdzovou aktivitou. Jednovlaknovd DNA nésledné prochézi
danymi pory (Wang, 2021). Kazdy nukleotid se pii prichodu pdry vyznacuje specifickou
zménou elektrického proudu, a tak poté pozndme o jaky nukleotid se jedna (Gupta, 2014).
Vyhodami této techniky je jeji rychlost, cenova dostupnost a jiz zminéna schopnost cteni
dlouhych sekvenci, coz je vyhodné pii sekvenovani celého genomu DNA, avsak stale se u ni

vyskytuje pomérné vysoka frekvence chyb (Kolisko, 2017).
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Obrdzek 12 — Technologie nanopdri: Obr. (a) — zndzornéni syntetické membrdny obsahujici nanopdry a dvouvidknové
DNA, kolem které je navdzdn motorovy protein, obr. (b) — diky motorovému proteinu dochdzi k separaci dvouvlaknové
DNA, vldkno ndsledné prochdzi nanoporem v memrdné, obr. (c) — zaznam méreni elektrického proudu, jehoZ zména je

specificka pro kazdy nukleotid (M.Leggett et al., 2017).
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3 Rakovina

3.1 Definice rakoviny

Rakovina je onemocnéni, které mize postihnout kazdou ¢ast lidského téla a vyznacuje
se nekontrolovatelnym ristem a délenim bun¢k — to nasledné mize vést ke vzniku nadorua.
Nadory miizeme rozdé¢lit na benigni (nezhoubné) a maligni (zhoubné neboli rakovina), praveé
maligni nddory jsou velmi invazivni, nddorové bunky se mohou rozsitovat do okolnich tkani,
kde se nasledné vytvari dalsi nadorova loziska — tento proces se nazyva metastaze. Metastaze
ma nekolik fazi, nejprve dochézi k invazi nadorovych bunck do krevnich ¢i lymfatickych
cév (tzv. intravazace), pravé diky tomu jsou poté buiiky transportovany i do vzdalené¢jSich
tkani. Nasledn¢ buniky prostfednictvim tzv. extravazace uniknou zcévni cirkulace
k cilovému organu, kde se dokdzou adaptovat na dané prostiedi a zacnou proliferovat.
Nédorové buniky se od normalnich bun¢k lisi v mnoha ohledech, napi. ignoruji signaly
vedouci k apoptdze — mliizeme je povazovat za nesmrtelné, protoZze maji schopnost aktivovat
a regulovat tzv. TERT gen, ktery je nezbytny pro vznik enzymu telomeraza. Telomeraza je
zodpovédna za prodluzovani koncovych ¢asti chromozomii — telomer, nddorové buiky se
tak vyhnou procesu senescence (starnuti). U vétSiny normélnich bungk je aktivita telomerazy
velmi nizka, a tak se telomery s kazdym dal§im délenim zkracuji, aZ se bunky piestavaji délit
¢i dojde k apoptoze (Jafti et al, 2016; National Library of Medicine, 2020; Cancer Council
Australia, 2014).

Nadorové bunky se také umi skryt pfed imunitnim systémem hostitele tak, Ze na né
nezautoci — nekteré dokonce dokdZou pfimét imunitni systém, aby jim pomahal rist. Tyto
buiiky se také vyznacuji riznymi genetickymi zménami chromozomii (National Cancer
Institute, 2021). Z hlediska epidemiologie se jednd o jednu z nejcastéjSich pfi¢in Gmrti.
V roce 2018 bylo zaznamenano 9,6 milionl umrti pravé na rakovinu. Mezi nejvice zasaZzené

organy a tkanég patii prsa, plice, prostata, Zaludek, stfevo a kone¢nik (WHO, 2022).
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Obrdzek 13 — Proces metastdze: nejprve dochazi ke vzniku tumoru, jeho lokdlni invazi a ndsledné intravazaci, pri které se
rakovinné burky dostdvaji do lumina lymfatickych Ci krevnich cév. Jakmile se rakovinné bunky dostanou do cirkulace
mohou se premistit do vzddlenéjsich orgdnt, do kterych vstoupi prostrednictvim extravazace. Po vstupu do orgdnu se
buniky musi adaptovat na dané prostredi, dochdzi nejprve ke vzniku tzv. mikrometastdzi, poté k postupné kolonizaci,
a nakonec ke vzniku makroskopickych metastazi, které jsou klinicky detekovatelné (Valastyan a Weinberg, 2011).

3.2 Etiologie rakoviny — mutace
Existuje tada rizikovych faktori, které mohou zpiisobit vznik rakovinného bujeni.

Pomérné dilezitym faktorem, ktery mize ovlivnit lidské zdravi, je Zivotni styl — at’ uz se
jedna o stravu s vysokym podilem tukil, koufeni ¢i pozivani alkoholu, riziko vzniku také
roste s vékem. Obecné latky, které mohou byt pfi¢inou vzniku rakoviny, se nazyvaji
karcinogeny — rozdéluji se na fyzikdlni, chemické a biologické. Karcinogeny mohou
poskozovat DNA, coZ nésledné vede ke vzniku mutaci, které mohou byt rizného charakteru
(National Library of Medicine, 2000; Stanford Medicine, 2022; MedicineNet, 2021).

Chemické mutageny jsou skupina latek, které se mohou vyskytovat bud’ bézné
v prirod€, nebo jsou synteticky vytvotené. Tyto latky mohou pozmeénit strukturu DNA a tim
zpusobuji vznik mutaci. MiiZeme je rozdélit na analogy bazi, hydroxyla¢ni, deaminacni,
alkylaéni latky ¢i na latky s interkalaénim u¢inkem. Genetické zmény v molekule DNA
mohou byt vyvolany riznymi mechanismy pravé na zaklad€ daného chemického mutagenu.
Analogy bazi jsou slouceniny, které se svoji strukturou podobaji konkrétnim nukleotidim
v DNA fetézci, a tak je nasledné mohou béhem replikace DNA nahradit.

Ptikladem muze byt 5-bromouracil — jednd se o bromovany derivat uracilu, ktery
vykazuje analogii k thyminu (keto forma 5-bromouracilu) ¢i cytosinu (enol forma 5-
bromouracilu). Dochézi tedy k substituci thyminu ¢i cytosinu za 5-bromouracil, vysledkem

je inkorporace Spatného nukleotidu, coz nasledné muze vést ke vzniku jiz zminéné mutace.
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Dalsim ptikladem je 2-aminopurin, ktery naopak muze v fetézci DNA nahradit adenin
(amino forma) ¢i guanin (imino forma).

Dalsi skupina chemickych mutagenii pozménuje strukturu samotnych bazi
prostiednictvim chemickych reakci jako je napf. oxidativni deaminace, kde dochazi
k odstépeni funkéni aminoskupiny z baze. Vlivem tohoto procesu pak mlize napt. z adeninu
vzniknout hypoxantin, ktery je komplementarni k cytosinu (misto k thyminu).
U hydroxyla¢nich chemickych mutagenti dochazi k navazani OH" skupiny k cytosinu,
vznikly hydroxycytosin netvofi par s guaninem, ale s adeninem. Posledni skupinou jsou
mutageny s interkalacnim ucinkem, které maji schopnost tzv. vmezeteni (interkalace) mezi
DNA baze, ¢imz tedy opét dochazi k zméné struktury fetézce DNA, jsou to napt. akridinové

barvy, ethidium bromid ¢i proflavin (Biology Reader, Supriya N; Cancer Council

Australia, 2014).
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Obrdzek 14 — Priklad chemického mutagenu: keto forma 5-bromouracilu vykazuje analogii k thyminu — dochdzi tedy k
jeho inkorporaci misto thyminu a ke vzniku vazby s adeninem, béhem replikace se vlivem tautomerniho presmyku méni
keto forma 5-bromouracilu na enol formu, kterd vykazuje analogii k cytosinu a vdZe se tak s guaninem, ktery je ndsledné
komplementdrni k cytosinu. Takto dochdzi ke konverzi plvodniho pdru nukleotid( adeninu a thyminu za cytosin a guanin
(Chauhan, 2019).

Zateni, at’ uz se jednd o ultrafialové (UV), rentgenové ¢i radioaktivni, patfi mezi
fyzikélni karcinogeny. Za zminéni stoji UV zafeni, které se na prvni pohled mize zdat
nesSkodné, ale pfi nadmérné expozici miize opét vyvolat mutace v DNA fetézci, kde vznikaji
pyrimidinové dimery. Principem je vytvaieni kovalentnich vazeb nejcastéji mezi sousednimi

thyminy.
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Thyminové dimery jsou potencionalnim faktorem, ktery miize zpisobit rakovinu kiize. Toto
poskozeni vznikd pomérné Casto, avSak az 90 % téchto dimerl je opraveno v ¢asovém

rozmezi nékolika minut (Pinak, 2006; Kodym et al., 2003).
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Obrdzek 15 — Puasobeni UV zdreni na DNA: UV zdreni naruSuje strukturu DNA, kdy ndsledné mohou vznikat
dimery — obrdzek napravo ukazuje vznik konkrétné thyminovych dimerd, kdy dochdzi k tvorbé kovalentnich vazeb mezi
sousednimi thyminy. Dimery poté blokuji replikaci a translaci a pokud nejsou opraveny mohou zplsobit vazné zdravotni
problémy (Chauhan, 2019).

DNA i RNA viry jsou biologickym rizikovym faktorem vzniku rakoviny. Viry mohou
u hostitele zptisobovat perzistentni infekce a riiznymi mechanismy nasledné narusuji funkce
bun¢k hostitele, dochdzi napt. k expresi proteinti, které neutralizuji tumor supresorové
proteiny hostitele nebo mohou zpozdit, popi. zablokovat proces apoptézy. Proces
karcinogeneze zpiisobené viry je pomérné slozity a vyZaduje i okolni faktory, aby doSlo
k jeji aktivaci. Mezi onkogenni DNA viry patii napft. lidsky papilloma virus, ktery mize byt
puvodcem karcinomu genitélii ¢i virus Epstein-Barrové zpusobujici Burkittiv lymfom ¢i
nasofaryngeélni karcinom. Zastupci RNA viri zplsobujici rakovinu jsou napft. retroviry,
jako je lidsky T-lymfotropni virus, ktery miize vyvolat T-buné¢nou leukemii (Cancer

Council Australia, 2014; Genetika — Biologie).
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3.3 Nadorové geny, miRNA

Nadorové geny mtizeme rozdélit do dvou skupin — onkogeny a tumor supresorové
geny. Soucasti kazdé DNA jsou protoonkogeny, které jsou nezbytné pro rust, déleni bunck
a regulaci apoptozy. Pravé mutaci protoonkogenti vznikaji onkogeny, které¢ nasledné¢ mohou
vést ke vzniku rakoviny. Pfi¢inou mutaci protoonkogenti mohou byt rtizné genetické zmény
v DNA, jako jsou bodové mutace, které se projevuji zménou jednoho nukleotidu v DNA
molekule — témito zménami mohou byt delece (vymazani), inzerce (vlozeni) Ci substituce
(ndhrada) nukleotidu. DalSim mechanismem, ktery mtize zptisobit konverzi protoonkogenu
na onkogen, je genova amplifikace, vlivem které vznikd velké mnozstvi kopii genu
avysledkem je poté nadmérméd produkce rustovych faktorti, bunika je ,,zaplavena“
replikacnimi signaly a zvySuje se aktivita transkripcnich faktort.

RAS onkogen patfi mezi nejvice mutované onkogeny, koduje protein Ras vazajici
guanosintrifosfat (GTP), ktery ovlivituje proliferaci buniky. Mutaci tohoto proteinu dochazi
k jeho permanentni aktivaci, ktera zpusobi stadlou stimulaci bunky (Cancer Council
Australia, 2014; Eldridge, 2022; P. Liu, 2022; Vedantu, 2022).

Tumor supresorové geny se fyziologicky podili na inhibici bunééné proliferace, pti
posSkozeni DNA zastavuji bunéény cyklus, navozuji reparacni procesy ¢i apoptoézu. Vlivem
mutaci téchto genti dochazi ke ztrat¢ jejich funkce, ¢asto musi byt mutované ob¢ kopie genu,
aby doslo k rozvoji rakoviny.

Mezi dilezité tumor supresorové geny patii TP53 gen (tumor protein), ktery se
oznacuje jako ,strazce genomu®, jeho produktem je protein p53, ktery reguluje bunécny
cyklus, d€leni a proliferaci bun¢k a v ptipad¢ poSkozeni DNA rozhoduje, zda bude DNA
opravena ¢i dojde k navozeni apoptozy. Pii poskozeni DNA dochdzi k indukci proteinu p53,
ktery aktivuje transkripci proteinu p21 — ten je pravé zodpovédny za zastaveni bunééného
cyklu (MedlinePlus, 2020). Mutaci tohoto genu se zvySuje nestabilita genomu buiiky, coz
poté mlzZe vést ke vzniku rakoviny. Diisledkem dédiéné mutace TP53 genu je syndrom Li-
Fraumeni, ktery se projevuje pravé zvySenym rizikem vzniku nadorového onemocnéni, jako
je napt. rakovina prsu (Cooper, 2000; Cancer Council Australia, 2014; MedlinePlus, 2021).

MicroRNA (miRNA) jsou molekuly skladajici se pouze z 20-22 nukleotidil a opét jsou
soucasti regulace bunééné proliferace, diferenciace a apoptdzy. Pii naruSeni exprese miRNA
se muze objevit fada onemocnéni vcetné rakoviny, pii které byla zaznamenana snizena
exprese miRNA. Na abnormalni expresi téchto molekul se podili rizné mechanismy. Jednim
znich jsou epigenetické zmény v expresi miRNA, jako je tzv. epigenetic silencing, kdy
dochazi k modifikaci exprese genu, a to nasledné¢ mtize vést k jeho inaktivaci.
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Mezi pfiCiny téchto zmén patii DNA methylace, kterd spoc¢ivd v navazani methylové
skupiny k pfislusnému nukleotidu, nejcastéji k cytosinu. Pfenos methylové skupiny zajist'uji
enzymy DNA methyltransferazy. Piikladem mize byt kolorektalni karcinom, ktery
vykazoval inaktivaci genu miR-34b a miR-34c vlivem hypermethylace CpG ostrovi, coz
jsou casti DNA, kde se vyskytuje vétsi mnozstvi po sobé jdoucich nukleotidii cytosinu
a guaninu (Reddy, 2015; Filipowicz et al., 2013; TutorialScan, 2022; Moore, 2013).
Dalsim faktorem, ktery muze ovliviiovat expresi miRNA je tzv. single nucleotide
polymorphism (SNP), jednd se o béZznou genetickou variaci vyskytujici se v jednom
nukleotidu, kdy mtize byt v urcité oblasti DNA vlakna nahrazen napt. cytosin za thymin
(MedlinePlus, 2022). SNP poté muze ovliviiovat regulaci exprese a funkci miRNA, dochazi
napt. ke zvySeni exprese miRNA, coz zplsobi, ze se miRNA bude chovat jako onkogen

(Reddy, 2015).

a CH,
Dnmt3a
5,TTGACAGCCGT3. DAmt3b 5,TTGACAGCCGT:,',
3 5 3 5
AACTGTCGGCA AACTGTCGGCA
b

Obrdzek 16 — Methylace DNA: a) DNA methyltransferdzy (Dnmt3a, Dnmt3b) zprostredkovdvaji prenos methylovych skupin
(CHs3) na cytosin, b) Dnmt1 je zodpovédnd za udrZovdni methylovych skupin béhem replikace DNA, pri které dochdzi
k navdzani dalsich CHs skupin v dcefinném vidkné DNA (Moore et al., 2013).
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4 Celogenomové sekvenovani v diagnostice rakoviny

4.1 Metody WGS, WES a Targeted gene panels

Whole genome sequencing (WGS) a whole exome sequencing (WES) jsou metody,
které se velmi rozsifily v oblasti genetiky v diagnostice lidského genomu. Obé metody se
opiraji o principy sekvenovani nové generace, které znacné urychluji proces sekvenace
lidského genomu, ktery trva pouze v fadu dnd, popf. tydni a neni tak cenoveé ndkladny. WES
je technologie zalozend na sekvenovani a identifikaci gent v protein kodujici oblasti genomu
zvan¢ exom. Exom je oblast DNA slozena z exond, kter¢ jsou poté soucasti konecné mRNA
a obsahuji informace pro tvorbu proteini. Exony se povazuji za ¢asti DNA, které mohou
tvofit az jedno procento lidského genomu a ¢asto se v nich objevuji mutace, které mohou
byt praveé prostiednictvim WES identifikovany. Nicméné genetické mutace mohou vznikat
1 mimo oblasti exond, proto se poté uplatnuje WGS, které mize stanovit potadi bazi v celém
genomu, a ne pouze v exomu. Kazdopadné toto téma je stile objektem studie, protoze
existuji genetické zmény a variace v DNA, které ndm jsou nezndmé. (Dewey et al., 2014;
MedlinePlus, 2021; National Human Genome Research Institute, 2022). Targeted gene
sequencing panels je dalSi metoda sekvenovani nové generace, ktera slouzi k analyze
specifickych mutaci v daném vzorku. Soucésti této metody jsou panely, které obsahuji
vybrané geny ¢i oblasti genil, které mohou mit spojitost s danym onemocnénim. Tyto panely
mohou byt bud’ koupeny jiz s vybranou skupinou gent, ¢i vytvoreny se specifickou oblasti

gend, kterou chceme zkoumat (Illumina, 2022).
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Obrdzek 17 — Whole exome sequencing (WES): sekvenovdni DNA v protein kddujici oblasti v tzv. exonech — proteinové
struktury jsou vyznaceny zelené a zmény v DNA (SNP) cervené (YU et al., 2018).
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4.2 Vyuziti metod v diagnostice rakoviny
4.2.1 Targeted gene sequencing

Tato metoda je velmi ¢asto pouzivana pii diagnostice solidnich ¢i hematologickych
nadort. Solidni nddory vytvareji v téle pevnd loziska, ktera tvoii nadorové buriky.
U hematologickych nadorti naopak loziska nevznikaji — nadorové buiiky koluji v krvi ¢i
infiltruji kostni dfen, lymfatické uzliny, popt. dalsi tkdn¢ (Linkos, 2022; Jennings et al.,
2021). Panely v této metod¢ mohou byt navrzeny napft. k detekci deleci, inzerci, bodovych
mutaci ¢i genové fuze — kde se jedna o stav, pii kterém se geny spojuji do sebe za vzniku
jednoho genu (Tripathi et al., 2019; Jennings et al., 2021).

Pfed samotnym sekvenovanim genomu je nezbytnd piiprava vzorku a knihovny.
Ptiprava knihovny je proces, béhem kterého dochazi ke vzniku DNA fragmenti
o pozadované  velikosti. V onkologii se vyuzivaji dva postupy pfipravy
knihovny — tzv. hybrid capture a postup zalozeny na amplifikaci. Hybrid capture je metoda,
kterd vyuziva specidlnich sond, které predstavuji sekvence oligonukleotidii s navazanym
biotinem. Tyto sekvence jsou komplementarni k specifické oblasti genomu, kterou chceme
zkoumat. Sondy hybridizuji k cilenym oblastem a néasledné dochéazi k jejich izolaci
prostiednictvim magnetickych koralkli s navazanym streptavidinem, ktery tvoii komplex
s biotinem. Poté néasleduje promyti, amplifikace danych oblasti a nasledné miize probéhnout
sekvenovani. Jedna se o komplexni metodu, kterd je vhodna pro vétsi obsah genii (50 a vic),
nicméné trva delsi dobu (Illumina, 2022). Druhy postup je zaloZzeny na PCR amplifikaci
pozadované oblasti s vyuzitim primeri. Primery jsou navrzZeny tak, aby dochazelo k prekryti
vice amplikont stejné oblasti, coz zabrani vypadku alely. K vypadku alely miize dojit, pokud
u jedné nebo obou alel genu nedojde k amplifikaci (Jennings et al., 2021; Integrated DNA
Technologies, 2022; Blais et al., 2015). Tato metoda zahrnuje mensi oblast genti (50 a mén¢)
a vyuziva se hlavné k analyze deleci, inzerci a SNP (Illumina, 2022).

Po ptipravé knihovny uz mize dojit k samotnému sekvenovéani. Pouzivanymi
metodami jsou napf. technologie Illumina a Ion semiconductor, které poskytuji srovnatelné
vysledky predevs§im v detekci nadorovych vzorkl vyuzivajicich ptipravu knihovny metodou
amplifikace. Po sekvenovani nésleduje analyza dat prostfednictvim softwaru. Nejprve se
vyuziva program FastQC, ktery se zamétuje na kvalitu kontroly sekvenci a podava prehled
o tom, které oblasti vykazuji niz8i kvalitu a zda je potieba tyto oblasti ,,vystiihnout®, tento

proces se také nazyva base-calling. Dal§im krokem je tzv. alignment neboli porovnani.
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Sekvence jsou porovnany s tzv. referenénim genomem, ktery si mizeme predstavit jako
umeéle vytvorenou ,,normalni“ genetickou sekvenci, ktera vznika sestavenim DNA nékolika
jedinct. Pro kazdy vzorek se nésledné vygeneruje mapa nejCastéji pomoci softwaru
Burrows-Wheeler Aligner (BWA). Tyto mapy se nazyvaji sequence alignment map (SAM),
popf. binary alignment map (BAM) a jedna se o nastroje, které ukladaji nukleotidové
sekvence porovnané s referencnim genomem. (Zheng, 2019; Genomic Education
Programme, 2019; Jennings et al., 2021; Bewicke-Copley et al., 2019; Kamps et al., 2017).
Béhem tohoto procesu se mohou objevovat sekvence, které nejsou predmétem naSeho
zkoumani, proto po porovnani s referenénim genomem dochézi k procentualnimu hodnoceni
cilovych oblasti pomoci softwaru bedtools nebo GATK (Genome Analysis Toolkit). Pokud
bude pomér nezddoucich oblasti vysoky, znamend to, Ze proces se nezdafil nebo cilové
oblasti obsahuji velké mnozstvi opakujicich sekvenci (Bewicke-Copley et al., 2019;

McKenna et al., 2010).

4.2.2 Whole genome sequencing (WGS)

WGS je metoda, kterd se nezamé&fuje jen na urcitou oblast genomu jako WES ¢i
Targeted gene sequencing, ale slouzi k analyze celého genomu. Diky tomu jsme schopni
indentifikovat dédicna onemocnéni ¢i mutace, které se podili na vzniku rakoviny. Tato
metoda je vétSinou spojovana s lidskym organismem, avsak je mozné sekvenovat i genom
zvirat ¢i rostlin. Podle velikosti genomu mtizeme WGS rozdé¢lit na malé (small) nebo velké
(large) sekvenovani. Small WGS zahrnuje sekvenovani genomu, které obsahuji pét nebo
méné mega bazi (Mb), jako napt. genom bakterie nebo viru. Large WGS je sekvenovani
zaméfujici se na genomy, které maji tedy vice jak 5 Mb — jedna se o ¢loveka, rostliny ¢i
zvitata (Illumina, 2022). Hlavni vyhodou této metody je, Ze zde piiprava knihovny
nevyzaduje zadnou amplifikaci ¢i obohaceni (enrichment), takze specifita dosahuje
teoreticky 100 % — v praxi 95 az 98 % (Kamps et al., 2017).

Analyza dat ziskand z WGS opét podléhd nékolikastupniovému procesu, jehoz
soucasti je uz zminéné porovnani s referenénim genomem neboli alignment, po kterém
nasleduje tzv. variant calling (Supernat et al., 2018). Mapovani na referen¢ni genom miizeme
zafadit do procesu sestaveni genomu, tzv. genome assembly, kam patii jesté druhy typ
tzv. de novo assembly — jednd se o sestaveni nového genomu bez vyuziti referencnich dat.
K tomuto sestaveni se vyuZzivaji pravé sekvenacni metody jako jsou Illumina, Ion Torrent ¢i

PacBio SMRT.
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De novo assembly se vyuziva napt. k vyhledavani neznamych gent, nicméné tato metoda je
pomérné pomald a vyzaduje velmi kvalitni data, proto se vice pouzivd porovnani
s referencnim genomem (CD Genomics). Variant calling je proces, diky kterému jsme
schopni identifikovat mutace ¢i obecné jakékoliv zmény v genomu, jako jsou inzerce, delece
¢i SNP (Khalfan). Rakovina miize byt zpisobena mutacemi v tzv. zarode¢ném genomu
(germline) — tyto mutace se objevuji v zdrodecnych buiikach ¢i v gametach a ovliviiuji tak
nasledn¢ vSechny bunky v téle a mohou byt dédi¢né. Vedle zarodecnych mutaci se objevuji
mutace somatické, které jsou vice bézné a nejsou dédicné. Somatické mutace se objevuji
v jednotlivych somatickych (té€lnich) bunikach a nemaji tedy dopad na vSechny buriky v téle,
protoze jsou pfitomny pouze v bunkach tumoru pacienta. Béhem analyzy tedy dochazi
u pacienta k odbéru vzorku krve, u kterého je pfedmétem analyzy zarodeény genom
a k odbéru vzorku z nddorového loziska, kde se jedna o somaticky genom (Berner et al.,
2019; Samanthi, 2018). Na zaklad¢ téchto dvou rozdilnych vzorki rozliSujeme prave jiz
zminény proces variant calling (Supernat et al., 2018). V tomto procesu se vyuziva
specidlnich softwari, do kterych miZeme zafadit jiZ zminény GATK ¢i napt. SOAPsnp,
ktery detekuje SNP varianty, popt. ALTAS 2 —ten mize byt pouZit i pro dal§i NGS metody.

Dals$im klicovym krokem je anotace genomu, kdy dochdzi k identifikaci funkéni
a strukturalni informace daného genu. Anotace genomu miize slouzit i k predikci urcitych
gent ¢i proteintll. Pfikladem mize byt podobnost mezi dvéma geny, z nichZ jeden je neznamy
a podobny genu, u kterého zname jeho vlastnosti, funkci a strukturu — poté mizeme tyto
informace pfifadit k nezndmému genu (Harbola et al., 2022). K anotaci genomu muizeme
vyuzit nastroje SnpEff, ANNOVAR ¢i Ensembl Variant Effect Predictor (VEP) (Liu et al.,
2015).

Pti sekvenovéani genomu rozliSujeme dva pojmy — hloubku a $§ifi pokryti (teni).
Hloubku pokryti mizeme definovat jako pocet ¢teni dané oblasti genomu, u WGS to
miizeme vyjadfit naptiklad jako 30x, coz znamena, Ze genom byl sekvenovan tiicetkrat. Sife
pokryti je vyjadiena jako procento bazi genomu, které byly sekvenované pti dané hloubce

(Sims et al., 2014; Brunstein, 2014; Sequencing.com).
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4.2.3 Diagnostika miRNA

MicroRNA jsou malé molekuly, které se podileji na inhibici translace proteinti a také
podporuji st€épeni mRNA, ¢imz napomahaji k potlaceni genové exprese. Tyto molekuly hraji
tedy dulezitou roli v mezibunécné komunikaci. MiRNA, kter¢ vstupuji do télesnych tekutin,
se nazyvaji cirkulujici miRNA a mohou bud’ tvofit komplexy s proteiny, nebo jsou soucasti
exozomu, coz jsou vacky, které fuzuji s plazmatickou membranou. V exozomech C¢i
v komplexech s proteiny jsou miRNA chranény pied ptsobenim RNAz v télesnych
tekutinach. Exozom obsahujici miRNA poté mize proniknout i do sousednich bunck
a vzdalené ovlivnit mRNA v ptivodni buiice.

MiRNA maji spoustu vlastnosti, diky kterym mohou byt v klinické praxi vyuzity
jako biomarkery. Vyznacuji se napf. vysokou stabilitou v biologickych tekutinach — je
mozné je snadno extrahovat z krve ¢i z dalSich tekutych biopsii. Tekuté biopsie jsou
vyhodnéjsi, dostupnéjsi a vice komplexni metodou pro monitorovani nddort, popt. odpovédi
na lécbu. Dalsi prednosti miRNA je jejich specifita pro urcité tkdn¢€, coz poté miize zlepsit
stanoveni progrese daného onemocnéni. MiRNA se také vyznacuji citlivosti — jejich hladina
se méni na zaklad¢ progrese onemocnéni, popt. odpovedi na terapii. S témito vlastnostmi
umoznuji tyto molekuly neinvazivni metodu pro diagnézu onemocnéni a nasledné
monitorovani 1éCby.

Zjistilo se, Ze urcité sady molekul miRNA mohou vcas identifikovat rakovinu a také
vzdalené metastaze — piikladem muiZe byt zvySena hladina miR-192 a sniZena hladina miR-
122 v plazmé pacientd srakovinou zaludku ¢i zvySené plazmatické hladiny miR-21
u pacientl s nemalobunécnym karcinomem plic. Nékteré studie se také zabyvaly analyzou
kolorektalniho karcinomu — ukazalo se, ze 69 molekul miRNA v séru pacientli s timto
karcinomem nebylo pfitomno u zdravych jedinctli, a kromé toho také doslo k identifikaci
14 sérovych miRNA, které nebyly pfitomny u pacientd s rakovinou plic, coz poukazuje na
J1Z zminénou specifitu téchto molekul. Pfedmétem studie byla také souvislost mezi miRNA
a genem BRCA 1 — miRNA se podili na regulaci tohoto genu, v negativnim ptipadé miize
dochdazet ke ztraté¢ funkce ¢i mutaci v genu BRCA 1 a naslednému riziku vzniku rakoviny
prsu. U monitorovani chemoterapie lze uvést opét napi. zvySené hladiny miR-21, které
indikovaly rezistenci na docetaxel u pacientii s rakovinou prostaty.

RozliSujeme tfi typy molekul miRNA — primarni, prekurzorové a zralé. Detekce
vzhledem k jeji malé velikosti, av§ak diky novym metodam a technologiim se jiz stala

jednodussi.
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K detekci a kvantifikaci miRNA se vyuzivaji metody molekuldrni biologie, jako jsou
Northern blot, digitalni PCR, miRNA microarray a v neposledni fad¢ i sekvenovani nové
generace. VSechny zminéné metody maji své klady i zapory. NGS technologie mohou
poskytnout informace o expresi miRNA, vyzaduji malé mnozstvi materidlu a dokézou
identifikovat 1 nové molekuly miRNA, dalsi vyhodou je také jejich financ¢ni dostupnost.
Avsak nevyhodou detekce pomoci NGS je slozitd ptiprava knihovny, coz mlze zpusobit
nasledné zkresleni sekvenovani, kvili tomu je pravé nutné pred samotnym sekvenovanim
dodrzet krok PCR amplifikace v minimdlnich cyklech, aby se zkresleni zabranilo. Mezi
metody, které se uplatnily pfi sekvenovani miRNA patii napt. technologie 454, kde jsou
produkty PCR navéazany na povrchu specifickych kulicek (viz kapitola 2.1.1), popt.
sekvenovani firmy Illumina (viz kapitola 2.1.2). Proces analyzy miRNA u NGS metod je
pomérné slozity a mize v ném dochazet k chybam, proto by mély byt vysledky sekvenovani
ovéieny dalSimi metodami jako je napt. kvantitativni PCR s reverzni transkripci (QRT-PCR)

(Kim et al., 2013; Phuong T.B. Ho et al., 2022; Kubaczkova et al., 2017; Chang et al., 2012).

4.2.4 Shrnuti a porovnani metod
WGS

Nejvétsi vyhodou WGS je jiz zmin€nd analyza celého genomu 1 véetn€ nekddujicich
oblasti. Pravé diky mozZnosti analyzy zéarode¢ného genomu spolu se somatickym
(nddorovym) tato metoda poskytuje komplexni pohled na mutace v diagnostice nadort.
Nevyhodou je ¢asova narocnost a finan¢ni nédkladnost. Data zpracovand WGS metodou se

také vyznacuji pomérn€ vysokymi naroky na jejich interpretaci.

WES

Celoexomové sekvenovani umoznuje identifikovat geny pouze v protein koddujici
oblasti genomu. Neposkytuje tedy analyzu celého genomu, nicméné az 85 % mutaci je
ptitomno v exomu. Interpretace dat z WES je jednodussi v porovnani s WGS metodou a také

umoziuje vétsi hloubku ¢teni z dvodu nizsiho pokryti genomu.

Targeted gene panels sequencing

Tato metoda je jedina, kterd umoznuje sekvenaci vybranych gent prostfednictvim
specidlnich panelti. Analyza konkrétnich genti pfinasi snadnéjsi interpretaci dat nez u WES
metody, ¢imz se zvySuje 1 senzitivita a hloubka cteni. Pfizniva je 1 cenova dostupnost

sekvenacnich panelt, jejich optimalizace a nasledna standardizace.
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Tuto metodu lze vyuzit u nddorovych vzorkl s malym poctem nadorovych bunék. Avsak
nevyhodou téchto panell je, ze mutace v danych vybranych genech nemusi byt pfitomny,
a proto pro jejich vétsi zachyt jsou metody WES a WGS vice vyuzivané (Slaby, 2018).

U vsech tii sekvena¢nich metod mizeme urcit tzv. tumorovou mutacni zatéz (TMB),
jedna se o pocet somatickych mutaci na jednu mega bazi (Mb) DNA. V ptipadé metody se
sekvenacnimi panely je zapotiebi, aby panel obsahoval 200 a vice genii. TMB mtize hrat
klicovou roli v odpovédi imunitniho systému pii rakovinném bujeni. Imunitni systém
identifikuje rakovinné bunky, coz vyvold imunitni odpovéd pravé na zakladé detekce
mutaci. Se vzrustajici hodnotou TMB roste i mnozstvi mutaci, coz zvySuje Sanci k aktivaci
imunitniho systému. Toto tvrzeni mize byt nasledné vyuzito v imunoterapii — vyssi pocet
mutaci v nddoru mize znamenat 1 vyS$i pravdépodobnost odpovédi na 1écbu. Je to z toho
divodu, Ze imunitni systém dokéaze 1épe rozeznat rakovinné buriky a nasledné na né zattocit.

(Slaby, 2018; Dan Sha et al., 2020; J. Fusco et al., 2021).
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Obrdzek 18 — Rozdil sekvenovdni u metod Targeted gene panels, WES a WGS: Panel = konkrétni SNP, WES = jen exony,
WGS = cely genom (Yoon Jung Shin, 2022).
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5 Analyza konkrétnich genti

Prvni pokus o analyzu celého genomu pro naslednou klinickou aplikaci probéhl v roce
2010. V této analyze doslo k sekvenaci adenokarcinomu jazyka a k identifikaci genomové
amplifikace a expresi RET onkogenu, ktery byl povazovan za potencionalniho plivodce
vzniku karcinomu. RET protoonkogen koduje tyrosinkindzovy receptor, v kterém muze
dochazet k preskupeni ¢i mutacim, coz nasledné zpusobi aktivaci zminéného RET
onkogenu. Pravé toto zjisténi vedlo k I1éCbé pacientll s adenokarcinomem s vyuzitim
kinazovych inhibitori zamétenych na RET protein (Zhao et al., 2019; Takahashi et al., 2020;
L.Y. Tse et al., 2009).

Dalsi geny, které se analyzuji WGS metodou, jsou BRCA 1 a BRCA 2 —mutace v téchto
genech predstavuji az 85% riziko rakoviny vajecnik a prsou. Béhem klinické analyzy téchto
genu se zkoumalo, zda je WGS metoda schopna zachytit a potvrdit mutace, které byly
diagnostikovany. U 75 pacientll s mutaci BRCA 1 bylo identifikovano ptes 89 % mutaci,
podobné vysledky (okolo 88 %) byly detekovany i u pacient s mutaci BRCA 2. Zbyvajici
mutace, které nebyly zapocitany do celkového mnozstvi byly zachyceny také, ale s nizsi
kvalitou dat. Pro porovnani byli analyzovani i jednici bez mutaci BRCA 1 a 2. U téchto
pacientt se ukazalo, Ze ackoliv neméli prokdzané mutace v genech BRCA 1 a 2, tak byly
WGS metodou identifikovany 1 jiné mutace — napt. v genu PALB2, ktery je také rizikovy
pro vznik rakoviny prsu ¢1 v genu RADS51C a FH. Toto poukazuje na u¢innost WGS, kdy je
mozné detekovat soucasné vyskytujici se mutace gend, které predstavuji rizika vzniku
rakoviny (Zhao et al., 2019; Foley et al., 2015).

Nizozemské nadace Hartwig Medical Foundation zaloZila zatizeni se specializaci na
WGS metodu, které analyzovalo od roku 2016 jiz vice jak 5000 néadorovych
vzorkid. Pivodné mélo toto zafizeni slouzit k analyze biomarker(, nicméné s rostoucimi
pozadavky na analyzu DNA se WGS metoda postupné dostdva do rutinniho vySetteni.
U pacientli v pokrocilém stadiu rakoviny se odebiraji vétSinou malé biopsie pomoci jadrové
jehly, kterd se vyznacuje vysokou senzitivitou. Prestoze WGS vyZaduje k analyze pouze
malé mnozstvi vzorku, dany nador by mél obsahovat vice jak 20 % nadorovych buné¢k, aby
mohly byt identifikovdny mutace. Pravé v nizozemském zafizeni probéhla studie vzorki
pacientl s rakovinou. DNA byla extrahovdna ze zmrazené nadorové tkané a z krevnich
vzorkll, nasledné byla fragmentovana na velikost 450 parti bazi a poté doslo k PCR

amplifikaci.
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Vzorky musely mit dostatecné mnozstvi nadorovych bunék, proto muselo dojit
k manualnimu hodnoceni vzorkli obarvenych hematoxylinem a eozinem a nasledné k uréeni
jejich procentualniho zastoupeni. Toto hodnoceni bylo provadéno patology a bylo srovnano
se stanovenim Cistoty nadoru metodou tzv. mélkého sekvenovani, které ma svlij nazev podle
hloubky pokryti — 8x az 15x. Na zéklad¢ srovnani mohly byt identifikovany nddory, jejichz
vysledky neodpovidaly manudlnimu hodnoceni s metodou mélkého sekvenovani. Pouze
vzorky s vice jak 20 % nadorovych bun€k byly povaZovany za vhodné pro diagnostiku.
Experimenty se zamétovaly na rizné typy mutaci, jako napi. inzerce a delece (neboli indel
mutace), amplifikaci gent ¢i uplnou ztratu genti. Vysledky, které poskytla WGS metoda,
byly nasledné srovnany s diagnostickymi testy z patologickych laboratofi (Roepman et al.,
2021; Zbéren, 2021; Sehn, 2015).

Ovéteni poctu kopii genit z WGS probihalo pomoci fluorescenéni hybridizace in situ
(FISH) — jedna se o metodu, ktera je schopna zachytit a detekovat DNA sekvence
prostfednictvim fluorescencné zna¢eného DNA fragmentu, ktery se pfipoji k dané sekvenci
na zaklad¢ komplementarity a poté takto oznacenou oblast miizeme pozorovat v mikroskopu
(Dutra, 2023). Takto byl analyzovan gen ERBB2, jedna se o protoonkogen s charakterem
tyrosinkinazového receptoru, ktery reguluje napft. rust bunky. Pfi jeho zvySené produkci
muze nasledné dojit k proliferaci nddorovych bunék (Dean et al., 2021). K porovnani WGS
dat FISH metodou bylo pouzito 16 nadorovych vzorki, které byly nasledné analyzovany
mikroskopem a softwarem, ktery zachycoval amplifikace genu prostfednictvim signald.
Jeden vzorek neobsahoval dostateCny pocet nddorovych bunck, tudiz jeho vysledek
z analyzy FISH nebyl pouzitelny. Vzorky, které mély pocet kopii z WGS metody vyssi jak
6x, byly potvrzeny i metodou FISH. Naopak vysledky né&kterych vzorkl s niz§im poctem
kopii byly povazovany za nejednoznacné.

Uplna ztrata genti byla porovnana pomoci CDKN2A genu, ktery koduje protein
pl6 —jednd se o tumor supresorovy protein, ktery brani nekontrolovatelnému déleni bunék.
Stanoveni exprese pl6é se provadélo imunohistochemicky u 39 vzork s vyuzitim
monoklonélni protilatky. U 22 vzorkl byla exprese proteinu p16 negativni, tyto vysledky se
shodovaly s daty poskytnutymi WGS metodou.

Analyza geni ERBB2 a CDKN2A WGS metodou probéhla s vyuzitim sekvenatorti
firmy Illumina (Roepman et al., 2021; MedlinePlus, 2018).
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6 Zavér

Cilem této prace bylo popsat vyuziti metod celogenomového sekvenovani,
predevsim sekvenovani nové generace (NGS) v diagnostice rakoviny. Rakovina je velmi
komplikované onemocnéni, jehoz pfi¢inou mohou byt mutace v riznych genech, které
vedou k nasledné zméné¢ struktury DNA, potazmo zméné proteinti nebo jejich exprese. Prave
kvuli komplikovanosti diagnostiky rakoviny se v dnesni dob¢ uplatiiuji metody sekvenovani
DNA, které spocivaji ve stanoveni potadi nukleotidii v DNA molekule.

NGS metody maji spoustu kladnych vlastnosti vhodnych k analyze DNA
a k nasledné diagnostice rakoviny, vyznacuji se svoji presnosti, rychlosti a ve vét§ing
pfipadd jsou pln€ automatizované a cenové dostupné. PiredevSim ale dokdzi analyzovat
dlouhé useky DNA a podat komplexni informaci o poskozeni nukleové kyseliny. Mezi
soucasn¢ nejmodernéj$i metody patii sekvenovani treti a vyssi generace, které na rozdil od
ostatnich nevyZzaduji pfed samotnym sekvenovanim amplifikaci DNA, coz umoziiuje ptimou
sekvenaci pivodni molekuly DNA. Pravé o principy NGS metod se opird celogenomové,
celoexomové sekvenovani a sekvenovani s pouzitim paneli obsahujicich specifické geny —
tyto metody se v posledni dobé vyrazné rozsitily v oblasti genetiky. Nejvétsi prednosti
celogenomového sekvenovani (WGS) je analyza celého genomu, jak jiz vyplyva z nazvu
a diky tomu nam tato metoda poskytuje komplexni pohled na mutace v diagnostice rakoviny
v praxi s presnosti az 98 %, avSak zvySuje se tim naroCnost zpracovani analyzovanych dat.
Celoexomové sekvenovani umoziuje vetsi hloubku ¢teni v porovnani s WGS, nicméné
zachyti ptipadné mutace pouze v protein kodujicich oblastech. Obdobné je na tom i metoda
vyuzivajici panely s geny — vybrané geny nemusi obsahovat hledané mutace, poté tedy
nedojde k jejich identifikaci. Nicméné& genové panely jsou vybrané na zékladé zkuSenosti
jako vyznamné rakovinné markery.

Kazda z vySe zminénych metod mé tedy i své zapory, ale i pies n€ jsou tyto metody
pfi diagnostice rakoviny vysoce pouzivané a efektivni. Diky nim miZeme analyzovat
konkrétni geny a identifikovat tak pfipadné mutace, které predstavuji riziko vzniku rakoviny.
Mimo jiné se tyto metody mohou vyuZivat i pfi monitorovani odpovédi na lécbu. Konkrétné
ucinnost WGS metody byla porovnana i s béZnymi rutinnimi metodami provadénymi
v laboratofich, napt. vysledky stanoveni Gplné ztraty genti imunohistochemicky s vyuzitim
monoklonélni protilatky se pfesné¢ shodovaly s daty WGS. Proto si myslim, Ze se jedna
v dnesni dobé o pokrokové a t¢inné metody, které mohou byt velmi uzitecné pii diagnostice

rakoviny, na coz praveé poukazuje i tato prace.
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