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Souhrn

Predmétem této bakalafské prace bylo shrnout nejnovéjsi poznatky o metodach
soucasné molekularni genetiky, a sice pfistrojich nové generace a jejich potencialniho
vyuziti v klinické diagnostice lidskych onemocnéni.
podobou moderni genetiky. Ve tfeti, ¢tvrté a paté kapitole uvaddim zéklady molekularni
biologie, izolaci DNA a princip polymeradzové fetézové reakce. Tyto kapitoly jsou
zékladem pro pochopeni funkce a principt sekvenovani DNA.

Nasledné kapitoly textu jsou vénovany popisu tradi¢nich sekven¢nich metod
a popisu metod nové generace, které jsou cilem této prace. U jednotlivych platforem
se zabyvam principem s naslednym popisem zpracovani vzorku DNA a soucasnou
nabidkou sekvenatori na trhu.

Posledni kapitola je vé€novand dédicnym formam diabetu insipidu, jako ptikladu

vyuziti sekvenace pro diagnostické ucely.

Kli¢ova slova: DNA, sekvenovani, nové metody sekvenovani



Summary

The main topic of this thesis is a summary of the newest findings connected with
methods of a current molecular genetics, namely new generation devices and its
potencional application in a clinical diagnostics of a humane diseases.

The introduction applies to history and the most important finding which creates
modern genetics shape. In the third, the forth and the fifth chapter | present basis
of molecular biology, DNA isolation and a principle of a polymerase chain reaction. These
chapters are the main tenet for the knowledge of a function and of the DNA sequencing
rules.

The further chapters of the text are dedicated to a traditional sequencing and new
generation methods description, which are the main aim of this thesis. | apply to principles
of a individual platforms with a following description of a treatment DNA specimens
and a present offer of sequencer on the market.

The last chapter is applied to hereditary shapes of diabetes insipidu as a example

of sequecing application for diagnostical purposes.

Key words: DNA, sequencing, new methods of sequencing



Seznam zKkratek

DNA — deoxyribonukleova kyselina

RNA — ribonukleova kyselina

NGS — sekvenovani nové generace (z anglického New Generation Sequencing)
PCR — polymerazova fetézova reakce (z anglického Polymerase Chain Reaction)
emPCR — emulny polymerazova fetézova reakce

CCD kamera — soucastka pouzivana pro snimani obrazové informace

(z anglického Charge-Coupled Device)

dNTP — deoxyribonukleosidtrifosfat

ddNTP — dideoxyribonukleosidtrifosfat

ADH — antidiureticky hormon (vazopresin)

AVPR — vazopresinovy receptor

AQP — aquaporin
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1. Uvod

Jednim z hlavnich cil soucasné molekularni genetiky je snaha o porozuméni
molekularni podstaty vzniku mutaci, které¢ vedou ke genetickému onemocnéni. Snahou je
vyuzit téchto informaci ke zlepSeni diagnostiky, ke zlepSeni terapeutickych metod
a prevenci vzniku onemocnéni [7].

Stanoveni potadi nukleovych kyselin v biologickych vzorcich — sekvenovani DNA
je vdnesni dobé nedilnou soucasti lékarskych, ale i védeckych aplikaci. Vyuzitelnost
sekven¢nich metod spociva nejen v diagnostice dédi¢nych chorob a nadorovych
onemocnéni, ale své uplatnéni také naléza pii vyzkumu biologickych procest, a také
Vv souvisejicich oborech, jako napiiklad forenzni mediciné. Sekvenace DNA byla také
pouzita ve svétovém projektu ¢teni lidského genomu, ktery byl zvetejnén v roce 2001.

Zakladni metodou sekvenovani je Sangerova enzymatickd metoda, kterd
od sedmdesatych let 20. stoleti patfi mezi nejcastéji pouzivanou aplikaci sekvenacni
analyzy. V poslednich nékolika letech dochazi na poli genetického testovani k rychlému
technologickému rozvoji, ktery umoznil vznik sekvenatorti nové generace (z anglického

New Generation Sequencing — NGS) [16].
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2. Historie

Kofeny genetiky zasahuji az do rané¢ho starovéku a stfedovéku. Péstitelé
a chovatel¢ zvitat pozorovali, Ze n€které znaky se prenasi z rodi¢li na potomstvo. Avsak
nikdo ze starovékych a stfedoveékych badatell tento jev vysvétlit nedokézal [17].

V poloving 19. stoleti brnénsky opat Gregor Mendel vysvétlil a popsal zakonitosti,
jimiz se tidi pfenos dédi¢nych znakl. Pfi pokusech s kiizenim hrachu definoval zakony
dédicnosti. Jeho prace, kterou publikoval vroce 1866, vsak nebyla pochopena.
O znovuobjeveni a potvrzeni spravnosti jeho poznatkli se v roce 1900 zaslouzili Hugo de
Vries, Carl Correns a Erich von Tschermark-Sysenegg, kdy na zakladé svych pokust dosli
ke stejnym zavérim jako Mendel. Tento rok je povazovan za zrod genetiky [17].

Johannes Friedrich Miescher, svycarsky 1ékai a pfirodovédec, roku 1869 z jader
bilych krvinek poprvé izoloval molekulu DNA, kterou nazval nuclein. Stal tak u zrodu
objevu, jehoz dulezitost mohl jen stézi odhadnout. Pojem genetika (z latinského genus —
rod) zavedl roku 1906 britsky badatel William Bateson. Roku 1904 americky genetik
Thomas Hunt Morgan na univerzité Columbia University se svymi kolegy zacal studovat
a kiizit Drosophilu melanogaster, neboli octomilku obecnou, ve snaze nalézt dédi¢né
mutace. V roce 1912 vyslovil teorii o uspotfadani gent v chromozomech, stanovil, Ze geny
na chromozomech jsou uspofadany linearné za sebou a pravdépodobnost jejich
rekombinace je pfimo umérna jejich vzdalenosti. Roku 1933 byl ocenén Nobelovou cenou.

DalS§im zlomem byl navrh prostorového uspotfaddani molekul nukleovych kyselin
V podobé znamé dvojité Sroubovice v roce 1953, o ktery se zaslouzili vé€dci James Watson
a Francis Crick. Zasadni moment, ktery k tomuto objevu pfispél, byl rentgenovy difrakéni
poznatkit o chemické stavbé DNA. Vroce 1962 byli Francis Crick, James Watson
a Maurice Wilkins ocenéni Nobelovou cenou za fyziologii a Iékatstvi. Wilkins
zprostiedkoval informaci o difrakénim obrazu DNA, Franklinové se ocenéni nedoZila, ale
ani nebyla na n¢j difive navrzena, stejn¢ jako ti, ktefi se podileli na chemické analyze DNA
(Erwin Chargaff aj.).

Klicovym okamzikem v oblasti genetiky byl rok 1988, kdy vznikla mezinarodni
organizace pro mapovani a sekvenovani lidského genomu HUGO (Human Genome
Organisation). Byl tak odstartovan projekt lidského genomu [18]. V roce 2003 byl tento

projekt ukoncen s vysledkem kompletniho ptecteni lidského genomu [30].
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3. Molekularni zaklady dédi¢nosti

3.1 Nukleové kyseliny

Chemicky zaklad dédicnosti, tedy genetickd informace a jeji pfenos u vSech
organisml — jednobunécénych, mnohobunécnych, ale 1 virtt (nebunécna forma Zivota), je

zakodovan ve struktufe dvou typi informacnich nukleovych makromolekul:

e deoxyribonukleové kyseliné (DNA — deoxyribonucleic acid)

e ribonukleové kyselin¢ (RNA — ribonucleic acid) [19]

3.1.1 Stavba nukleovych kyselin

Polymerni nukleové kyseliny jsou slozeny z monomernich jednotek zvanych
nukleotidy. Nukleotidy jsou slozeny ze tii chemicky i strukturné rozdilnych ¢asti: dusikaté
baze, cukerného zbytku a fosfatové skupiny. Dusikata baze a cukerny zbytek se oznacuji
jako nukleosid.

Kysely charakter nukleovych kyselin je zptisobeno pfitomnosti fosfatové skupiny.
NK obsahuje dva cukerné zbytky: deoxyribozu (DNA) a ribézu (RNA). Dusikaté baze jsou
také dvojiho typu. Jedna se bud’ o derivaty bicyklického purinu nebo monocyklického
pirimidinu [1]. RozliSujeme pét hlavnich heterocyklickych dusikatych bazi. Bazemi purinu
jsou adenin (A) a guanin (G), pirimidinu cytosin (C), thymin (T) a uracil (U). (obr. 1)

Jednotlivé baze jsou napojeny N-glykosidovymi vazbami na cukerné zbytky
spojované fosfodiesterovymi vazbami do polarizovaného polynukleotidového tetézce.

Hlavni ulohou nukleotidii v organismu neni pouze stavba nukleovych kyselin, ale
také ucastnit se Cetnych fosfotransferazovych reakci (ATP). Svou roli hraji také pfi
biosyntéze sacharidi (UDP-glukosa, UDP-galaktosa) a lipidi (CDP-diacylglycerol).
V neposledni fadé jsou nukleotidy soucasti koenzymi FAD, NAD*, NADP™ a koenzymu A
[6].

A MHz 8§ c MHa D ? e
H
M B I -H HaC HoH N
N H-”" = N
LY, R, L, O
e o~
N7 F T H N7 SNTTUNH, RN R o H ™y B P 0
H H H H H

Obr. 1 Dusikaté baze — vzorce A) adenin B) guanin C) cytosin D) thymin E) uracil
zdroj: http://www.iam.fmph.uniba.sk/web/genetika/stranky/andrea/images/vzorce_baz.jpg
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3.1.2 Parovani dusikatych bazi

Dtlezitou vlastnosti nukleovych kyselin je jejich schopnost tvorby pari mezi
dusikatymi bazemi. Toto parovani je uskuteénéno vodikovymi vazbami mezi jejich
polarnimi skupinami a podle pravidel komplementarity. NejCastéjSim usporaddnim part
mezi bazemi v organismu je vazba mezi G a C (obsahuje 3 vodikové vazby) amezi Aa T
(popt. U v RNA, obsahuje 2 vodikové vazby). Purinova baze se tedy paruje
s pyrimidinovou a naopak. Usporadani nazyvame Watsonovy-Crickovy (W-C) pary, které
jsou nositelem genetické informace. (obr. 2)

Jiné usporadani pari bazi je sice také mozné a jejich parova interakce muze byt
I vyhodngjsi (silngjsi), ale hlavnim divodem pro¢ jiné konformace nemtizou byt nositelem
genetické informace je jejich ,neisostericita®, tj. jejich nevhodnost z hlediska zaclenéni

do linie fetézce DNA a neschopnost tvorby dvousroubovice. [15].

Sugar H
H / . s
(4] / N —H - sugar
/ AN % sugar / N -
Sugar N=—C C—N 3 N=( C %
\\ / / &\ \ / \ / \
N—C N H—N ¢ —H N—C N —H N C—H
3 W\ ¢
J \ / \ V4 | W / \ /
5 C==C X /c G / ¢c—¢C C—¢
=,/ 6 o+ &4 2N Ca 7 /
/ N—H:ye-0 CH, /B \\0 H—n' H
H % [ I
H l-vdrc'gen -
A [)’3"0 T G C

Obr. 2 Komplementarita bazi

zdroj: Human Molecular Genetics, Strachan str.7

3.1.3 DNA a jeji struktura

DNA neboli deoxyribonukleova kyselina je obsaZzena ve vSech buitkach Zivych
organismi. Vyjimku tvofi n€které druhy jednobunécnych Zivocicht (vird), u kterych je
DNA nahrazena méné stabilni RNA (ribonukleovou kyselinou).

U prokaryotickych organismd, které nemaji jadro, se chromozomalni DNA naléza
voln¢ v cytoplazmé. Nékteré typy bunc€k obsahuji pfidatnou (postradatelnou) genetickou
informaci. Tento typ DNA oznacujeme jako plazmidova. Dojde-li ke ztraté plazmidu,
mize dojit ke zkraceni Zivotnosti organismu. Pokud vsak bunka pfijde o chromozomalni
DNA, zpravidla hyne [14].

V eukaryotickych bunkach se DNA vyskytuje v chromozomech uvniti jadra, dale

v mitochondriich a u rostlinnych bunék v chloroplastech [12].
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Nejbézngjsi formou DNA je pravotociva antiparalelni dvousroubovice. Existuje v 6
formach (A-E a Z). Nejbézngjsi usporadani oznacujeme jako B konformaci. Jeji pramér
¢ini 2 nm a na jednu otacku piipada 10 pard bazi. Stoupani zavitu je 3,6 nm. Vyznacuje se
opacnou polaritou Fetézcu, kdy orientace jednoho fetézce je ve sméru 5'> 3" a druhého
ve sméru 3" 5’[11]. (obr. 3)

—{TA w— Obr. 3 Struktura DNA
i zdroj: T.Strachan, A.Read — Human MOlecular Genetics
minor ‘ I

groove <.
= AT _’ "
L= - , pitch
|~ 3.6 nm
'l"'— AT
major -

groove ! »” .'... §

3.1.4 RNA a jeji struktura
Ribonukleova kyselina neboli RNA je podobna s DNA, jsou zde ale i rozdily. RNA

az na vyjimky byva jednofetézcova, tvofend tedy pouze jednim polynukleotidovym
fetézcem. Namisto 2'-deoxyribosy (DNA) je cukernym zbytkem ribosa. Rozdil nalezneme
1 pfi parovani dusikatych bazi, kdy thymin je nahrazen uracilem. Ostatni purinové
a pyrimidinové slozky ziistavaji, méni se pouze jejich pomér. Neplati tak, Ze mnoZstvi
guaninu a cytosinu (adeninu a uracilu) se shoduje [6]. V molekule cukerné slozky
nukleotidu (D-ribosy) se na uhliku C2" nachazi hydroxilova skupina. Ta je schopna tvofit
silné vodikové vazby a slouzi jako donor vodikové vazby. Prispiva tak ke stabilizaci

molekuly [13]. RNA se vyskytuje v nékolika formach:

Messengerova RNA (MRNA, messenger RNA) — jeji syntéza probiha v jadie procesem
zvanym transkripce. Nukleotidovy fetézec je linearni. [4] Hlavni funkci mRNA je pfenos
genu do procesu translace (proteosyntézy). Slouzi zde jako templat, podle kterého se
jednotlivé aminokyseliny fadi do polypeptidového fetézce [6].
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Transferova RNA (tRNA, transfer RNA) — jeji hlavni funkci je transport aminokyselin
do ribozomu. Zarazuje zde aminokyseliny podle mRNA do vznikajiciho polypeptidu [6].
Kazda bunka obsahuje nejméné¢ 20 druhit tRNA, kazdd aminokyselina potifebna pro
vystavbu proteinu ma tedy svoji vlastni tRNA [6]. Molekulu tvoii 74-95 nukleotidd, jeji
sekundarni struktura neni linearni. Na n¢kolika mistech je vldkno propojeno vodikovymi
mustky a vytvari ¢tyfi ramena — akceptorové, antikonové, D rameno a TC rameno [4].
Akceptorové rameno slouzi pro vazbu aminokyseliny, antikodonové rameno obsahuje
antikodon, ktery je tvofen tripletem nukleotidd. Triplet je komplementarni k ptislusné

trojici nukleotidii na mRNA. [13].

Ribosomalni RNA (rRNA, ribosomal RNA) — tvoii Gtvary tzv. ribozomy. Jsou mistem
syntézy proteinu. Ribozomy se sklddaji ze dvou podjednotek, malé a velké. Po navazani
MRNA na malou podjednotku dochazi ke spojeni s velkou podjednotkou. Uvniti pak

dochazi ke kontaktu mRNA s tRNA a pfipojeni aminokyseliny do polypeptidového fetézce

[4].

Mikro RNA (miRNA) — je pfirozené se vyskytujici jednofetézcova molekula nekddujici
RNA, jeji délka dosahuje fadov€ 21 az 25 nukleotidl. Vznikd pfi procesu transkripce
z gentt v DNA, ale nedochazi k jejich translaci v protein. Caste¢né je komplementarni
k messengerové RNA (mRNA) vyskytujicim se v bufice. Jeji hlavni funkci v organismu je

schopnost ~ regulovat  bunénou  expresi  (snizovat aZz  ukoncit) [22].
Mala jaderna RNA (snRNA, small nuclear RNA) — jedna se o typ nekodujici RNA, jenz

se v organismu podili na upravé pre-mRNA. Pomoci téchto molekul dochazi k tzv. sestfihu

(splicingu), tj. k odstranéni intrond a vzajemnému spojeni exonti. [23].
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3.2 Exprese genetické informace

Zpusob, jakym je genetickd informace ulozena v molekule DNA a nasledny pfenos
genetické informace do struktury proteinu, byl poprvé formulovan Francisem Crickem
roku 1956 v teorii, kterou pojmenoval Centralni dogma. Jeji podstatou je schopnost
transkribovat (pfepisovat) molekulu DNA do RNA a translatovat (ptekladat) genetickou
informaci do struktury polypeptidu. Nedilnou soucésti teorie je i schopnost molekuly DNA
zachovat genetickou informaci a predévat ji v nezménéné formé¢ pii mitotickém déleni.

To je zajisténo procesem zvanym replikace (zdvojovani). (Obr. 4)

~~, lranscription Translation
Duplication .f DNA — RNA  ——  Protein
Ny

Obr. 4 Centralni dogma molekularni biologie

Zdroj: Molecular Biology of the Gene

3.2.1 Replikace

Replikace je proces, ktery zajiStuje pfenos genetické informace pii rozmnozovani
bunék. Probiha v jadie bunék v S-fazi bunééného cyklu. Pfi replikaci vznikaji z pivodni
molekuly (matetské) DNA dvé strukturné totozné molekuly. Nova vldkna jsou
syntetizovana na zakladé komplementarity dusikatych bazi [6].

Replikace je zahajena rozvolnénim vazby vodikovych mistkti mezi jednotlivymi
nukleotidy enzymem helikazou. Vznika tak tzv. replika¢ni bublina. V iniciaci replikace
se uplatiiuje také enzym primaza, jehoz tkolem je syntéza kratkého RNA fragmentu (délka
cca 10 nukleotidll), ktery slouzi jako replikacni start. Volny 3’'-konec primeru je rozeznan
enzymem DNA polymerazou, ktery na zékladé komplementarity pfipojuje k templatové
DNA dalsi nukleotidy a syntetizuje tak nové vldkno ve sméru 5°- 3°. RNA primer je
exonukleazovou aktivitou odbouran.

Druhé (antiparalelni) vlakno je syntetizovdno obdobné, ale po menSich tsecich
(100 — 200 nukleotidir). Divodem je schopnost DNA polymerazy syntetizovat nové vlakno
pouze ve sméru 5'- 3". Vzniklé useky oznacujeme jako Okazakiho fragmenty. Enzymem

ligazou je zajisténo jejich spojeni [17].
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3.2.2 Transkripce

Transkripce neboli piepis, je proces, pfi kterém genetickd informace ulozena
v DNA je transkribovana do mediatorové RNA (mRNA, messenger RNA). mRNA
obsahuje informaci, ktera slouzi k vyrobé konkrétni bilkoviny.

Iniciace procesu transkripce u eukaryot vyzaduje uréité zmény v organizaci
chromatinu, vcéetné¢ chemickych modifikaci histon, a pokraduje enzymem RNA
polymeréazou, ktera prohledava DNA fetézce (u eukaryot za pomoci ¢etnych proteinovych
transkripénich faktorti) a hledd startovaci sekvenci neboli promotor. Ten u eukaryot
obsahuje sekvence TATAA (TATA box), GC bohaty tsek (GC box) a opakované¢ CAAT
(CAAT box). Pti nalezeni promotoru a navazani RNA polymeraza dochazi k rozvolnéni
vodikovych mustkli a rozpleteni molekuly DNA v rozsahu molekuly RNA polymerazy,
kterd pak syntetizuje RNA vldkno komplementarni k pfepisovanému vldknu DNA a tudiz
identické s druhym DNA vldknem.

Elongace probiha obdobn¢ jako u replikace ve sméru 5'- 3, a také podle stejné
komplementarity bazi jako u DNA, rozdilem je vSak nahrada thyminu za uracil. Elongace
probihéd do doby, nez RNA polymerdza narazi na termindtor transkripce, ktery u prokaryot
tvofi vldsenkovd smycka tvofené RNA (jako dusledek vzijemné komplementarnich
sekvenci termindtoru) a nasledujici sekvence oligo-U. U eukaryot je vlastni mechanismu
terminace nejasny, ale v koncové ¢asti tvofené RNA zndme signdl AAUAAA, znymy jako
polyadenylacni signal. Za nim totiZz specifickd endonukledaza odStipne zbytek RNA
a za polydenylaéni signal pak dalSi enzym (termindlni transferdza) ptipojuje nukleotidy
obsahujici vyhradné adenin v poctu az 250 a vytvafi tak 3’koncové poly-A. Piitomnost
poly-A je typicka pro eukaryotické mRNA a uplatiiuje se jako ochrana pied nukleazami
a Vv procesu translace.

Primérni transkript neni plné funkéni a prochdzi post-transkripnim upravami.
Ze sekvence jsou procesem sestiihu (splicing) odstranovany nekodujici sekvence genu, tzv.
introny. Kodujici sekvence genu tzv. exony se touto upravou dostavaji k sob&. Jejich
usporddani specificky urcuje strukturu a funkci proteinu, ktery bude podle nich

syntetizovan [17].
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Dalsimi postranslacnimi Upravami jsou tvorba tzv. metylguanozinové cepicky
na5’- konci, jejiz hlavni funkci v proteosyntéze je ochrana molekuly pied ucinkem
nukle4dz a pfipojeni polyadeninové sekvence na 3’- konec, kterd napomaha orientaci
molekuly v proteosyntéze a rozpoznani molekuly ribozomem. Takto upravena molekula

MRNA putuje z jadra do cytoplazmy [6].

3.2.3 Translace

Jedna se o pieklad genetické informace z mediatorové mRNA do sekvence
primérni struktury polypeptidu. Mistem translace je cytoplazma. Zprosttedkovavaji ji
specifické organely — ribozomy. O zafazeni aminokyselin do polynukleotidového fetézce
rozhoduje systém oznacovany jako geneticky kod. Jedna se o systém, kdy trojice po sobé
nasledujicich dusikatych bazi — triplet (kodon), koduje jednu z 20 aminokyselin. Ctyii typy
nukleotidii ddvaji moznost vzniknout 64 riznym kombinacim.

Geneticky kod je univerzalni pro vSechny organismy, vyznam jednotlivych triplett
ale mtze byt rozdilny. Je také neptekryvny, tzn. jednotlivé nukleotidy jsou Cteny souvisle
ve sméru 5'- 3" a degenerovany, coZ znamena, ze nckteré aminokyseliny jsou kdédovany
vice triplety. Specifickou funkci maji triplety UAA, UAG, UGA, které nekoduji Zadnou
aminokyselinu. Jsou umistény na konci translatované sekvence a jsou dulezité pro jeji

ukon¢eni. Oznacujeme je jako terminacni (Stop) kodony. Sviij vyznam ma také kodon

.....

kodon [17].

Proces translace za¢ind navazanim malé podjednotky ribozému na specifickou
antikodonovym raménkem navaze prvni tRNA nesouci aminokyselinu methionin.
Na vznikly komplex nasedd velka podjednotka ribozomu. Aminokyselinova sekvence
polypeptidu se prodluzuje podle komplementarity bazi nasednutim antikodonu tRNA (nese
dalsi aminokyselinu) na dalsi triplet bazi. Mezi jednotlivymi aminokyselinami dochazi
k vytvoreni peptidové vazby. (Obr. 6) K terminaci celého procesu dochazi po nalezeni stop
kodonu UGA, UAA nebo UAG. Pomoci uvoliovacich faktorti dochazi k ukonceni syntézy,
uvolnéni proteinu do cytoplasmy a rozpadu velké a malé podjednotky ribozomu.

Vzniklé polypeptidové vldkno je v Golgiho aparidtu nebo endoplazmatickém
retikulu upraveno na spravnou strukturu. Muze byt také spojeno sjinym peptidem
a vyuzito [13].
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4. 1zolace DNA

DNA izolace nebo-li extrakce DNA je mozna téméf z jakéhokoliv materialu.
Nejcast€jSimi zdroji jsou krev, sliny, epitelové buiiky, vlasy, nehty, moc¢, spermie atd.
V soucasné dob¢é zname fadu metod pro izolaci DNA, které zavisi na stafi, velikosti
amist¢ odkud vzorek pochazi. Cilem téchto metod je oddélit DNA pfitomnou v jadie
buniky od ostatnich bunéénych slozek. Izolace DNA je potfeba nejen pro genetickou
analyzu, ale vyuziva se také pro védecké, 1ékarské Ci forenzni ucely. Divodem pro¢ DNA
izolujeme od ostatnich bunécnych slozek je, Ze organické a anorganické slouceniny mohou

interferovat s metodami analyzy DNA a mohou také snizovat jeji kvalitu [24].

4.1. Postup izolace DNA

Prvnim krokem izolace je naruSeni celistvosti bun¢k pomoci lyzacniho roztoku.
Tento proces umoziuje uvolnéni nukleovych kyselin z jadra. Jednotliva ¢inidla pro lyzu
bun¢k jsou soucasti fady komercnich kitd. U bakterii a rostlinnych bun¢k je dilezité
rozrusit bunécnou sténu. K tomuto ucelu nejcastéji uzivame lysozym, ktery polymerni
slouceniny buné¢k rozpousti. U ZivociSnych bunék k uvolnéni nukleovych kyselin uZivame
jednak iontové detergenty napi. dodecylsulfat sodny (SDS), ktery vlivem snizeni
osmolality destabilizuje bunéénou membranu a dojde k popraskani bunék, ale také
neionogenni (nenabité) detergenty napf. Triton X100. Lyza se provadi v solném roztoku,
ktery obsahuje fadu enzymu (nej€astéji proteindzu K) pro denaturaci proteini a RNazu
pro odstranéni kontaminujici RNA. Tento enzym §tépi RNA na smés oligonukleotidd, aniz
by degradoval molekulu DNA. Soucasti lyza¢niho roztoku je také chelata¢ni ¢inidlo
ethylendiamin triacetat (EDTA). Jeho hlavni funkci je zabranit degradaci DNA [2]; [24].

4.2 Separac¢ni metody

Abychom ze vzniklého bunétného extraktu ziskaly co nejCistsi DNA, musime

sloZky tohoto extraktu separovat. Tento krok nazyvame ¢isténi DNA. V soucasnosti zndme

wewvr
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Vsolovani a vysolovani — princip této metody je zaloZen na zméné rozpustnosti molekul
DNA v zavislosti na zmén¢ koncentrace iontti v roztoku. S rostouci koncentraci iontt
rozpustnost roste (DNA se do roztoku vsoluje) a po dosazeni maxima rozpustnost

molekuly klesa (DNA se vysoluje) [15].

Fenol — chloroformova extrakce — princip metody spoc¢iva v polarit¢ DNA a V jeji ochoté
rozpoustét se v polarnim vodném roztoku. Polarita jednotlivych proteini je dana
aminokyselinami, ¢ast molekuly je vice polarni nez jina. Horni fazi tvofi vodny roztok
obsahujici DNA, spodni faze je tvofena organickym rozpoustédlem (chloroform). Fenol
obsazeny v roztoku srazi proteiny. Vlivem rozdilné polarity molekul peptidu dochazi
k hromadéni proteinti mezi organickou a vodni fazi. Opakovanym pfidavanim organického
rozpoustédla a odebiranim vrchni faze dochazi postupnému piecistovani roztoku [2]; [15];

[25].

Silika kolony — metoda vyuziva chaotropnich soli, které v lyzaénim roztoku denaturuji
DNA tim, ze rozru$uji intramolekuldrni vodikové vazby. DNA v denaturované formé se
pak vaze na povrch silikdtové membrany. Centrifugaci pfes membranu projdou
kontaminujici slozky, zatimco DNA =zlstavd navazana na jeji povrch do doby uziti

elu¢niho pufru, ktery uvolni vazbu DNA na silikat [26].

Magnetické ¢astice — separacni metoda vyuZzivajici magnetickych ¢astic kulovitého tvaru,
které maji modifikovany povrch, aby mohly vazat vlakna nukleovych kyselin. 1zolace pak
probiha tak, ze do zkumavky obsahujici polyethylenglykol (PEG), soli a cilové nukleové
kyseliny tyto magnetické ¢astice pfidame. Vlivem zmény konformace DNA do glubularni
formy dojde k vazbé na magnetické ¢astice. Cely systém pfiblizime k pisobeni magnetu.
Magnetické Castice se pritdhnou ke stén¢ zkumavky a zbyly roztok se odstrani. Po uziti

pufru bez piitomnosti soli dojde k opétovnému uvolnéni DNA [15] [24].

4.3 Uchovani a skladovani vzorku

Pied analyzou se DNA uskladnuje pti 4°C. Pokud DNA dlouhodobé uchovavame,
vhodna teplota je -20°C. Dlouhodobym skladovanim a opakovanym rozmrazovanim DNA
kiehne a lame se na fragmenty. Je proto vhodné se opakovaného rozmrazovani vyvarovat

nejlépe alikvotaci vzorku [4].
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5. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova fetézova reakce je v souCasnosti nejzndméj$i a nejvyuzivanéjsi
molekularné-biologickou metodou. Hraje klicovou roli pfi diagnostice mnoha geneticky
podminénych chorob. Uplatnéni vsSak také nalézd pii mapovani genomt, ziskavani
templati pro sekvenovani, detekci infekénich mikroorganismil a virit v potravinach, vod¢
a Vv pude, ale také ve forenzni medicing a archeologii [4]; [5].

Jednd se o enzymovou metodu slouzici k amplifikaci velkého mnozstvi
definovaného tseku DNA in vitro. Pro amplifikaci ur€ité ¢asti DNA je potieba dvou
kratkych tsekl tzv. primert, které jsou komplementdrni k jednomu fetézci molekuly
na jedné stran¢ a k opaénému fetézci na strané¢ druhé [7]. Tyto primery musi byt navic
specifické pro oblast, kterou chceme amplifikovat. Pro uspéSny prabéh reakce je také
potfeba dostate¢ného mnozstvi deoxyrinokleotidtrifosfati (dNTP) a termostabilni DNA
polymeréza
(Tag-DNA-polymeraza), ktera zdstava aktivni i pii teplotach prevySujici 90°C. Tento
enzym byl izolovan z bakterie Thermus aguticus, odtud oznaceni ,,Taq“. PCR probiha
Vv zafizeni zvaném termocykler, ktery je konstruovan tak aby dokazal ménit teplotu reakéni
smési podle pfedem nastaveného programu. Jeden cyklus reakce se sklada ze tii zékladnich
krokt [5]; [7]:

e Denaturace vySetiované DNA — DNA se po dobu 20 — 30 sekund zahiiva
nateplotu 92 — 96°C. Pti této teploté dochazi k rozruSeni vodikovych mastka
arozpleteni dvousroubovice. Vysledkem jsou dv€ opaéné orientované
jednovldknové DNA.

e Annealing primeria (hybridizace) — Teplota se snizi na 40 - 65°C a dochazi

K navazani primert na cilové sekvence vySetfované DNA.
e Enzymova syntéza — Probiha ve sméru 5’ 3" za plsobeni DNA polymerazy,
ktera nasedd na navdzany primer a piipojuje nové nukleotidy. Tim se fetézec

prodluzuje a vznikda novy fragment vlakna, ktery chceme ziskat [4].

»Opakované cykly tepelné denaturace, annealingu a syntézy maji za nasledek

exponencialni zmnozeni kopii cilové sekvence [7]. (obr. 5)
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Obr. 5 PCR reakce
Zdroj https://www.abmgood.com/marketing/knowledge_base/img/PCR/PCR-polymerase_chain_reaction.png

6. Metody sekvenovani

Témito metodami urujeme piresné potfadi (sekvenci) nukleovych bazi
ve vySetfované DNA. V oblasti molekularni diagnostiky patii sekvenovani DNA

pravdépodobné k nejvyznamnéjsim technikam [2].

6.1. Klasické metody sekvenovani

Od konce 70. let 20. stoleti je mozné rychlé a G¢inné sekvenovani diky dvéma,
téméf soucasné vyvinutym technikam. Jedna byla vyvinuta ve Velké Britanii tymem
F. Sangera a A. R. Coulsona — metoda terminace fetézcti (enzymova) a druhda v USA
W. Gilbertem a A. Maxamem — metoda specifické chemické degradace. Jedna se o dvé
zcela odlisné metody. V soucasné dob¢ se vice z téchto technik uziva metoda F. Sangera
(enzymova). Hlavnimi divody jsou netoxicita reagencii, relativni jednoduchost

a predevsim moznost postupné automatizace [2].

6.1.1. Sangerova metoda

Jedna se 0 tzv. metodu terminace fetézct, ddNTP metodu nebo enzymovou metodu,
ktera vyuziva procesu replikace DNA a tedy principu vyuzivaného také pii PCR.
Templatem je jednofetézcova molekula DNA [15].

Prvnim krokem experimentu je navazani radioaktivné zna¢eného primeru, ktery je
komplementarni k zacatku sekvenovaného mista a je tedy vychozim bodem pro Syntézu

nového vldkna. Druhd moZnost je pouziti bézného primeru, ale aplikace jednoho
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radioaktivniho prekursoru, ktery se zabudovava do syntetizovaného vldkna. Do reakéni
smési pridame deoxyribonukleotidy dNTP a modifikovany nukleotid (dideoxynukleotid —
ddNTP). Syntézu vldkna spustime pfidanim DNA-polymerazy. ddNTP je
do polynukleotidového fetézce vElenén jako nukleotid normalni, ale dalsi syntézu vlakna
zastavi. Divodem je absence hydroxylové skupiny na 3" konci, ktery umoziuje pfipojeni
dalsiho nukleotidu. Zaclenéni ddNTP je ndhodné a vysledkem je smés rtizn¢ dlouhych
vladken. Syntéza komplementéarnich vldken probiha ve Ctyfech paralelnich reakcich, kazda
s odlisSnym typem ddNTP. Jednotlivé fragmenty se separuji pomoci gelové elektroforézy
a autoradiograficky vizualizuji [15] [28].

Moderngjs$i modifikace této metody umoziuje sekvenaci v jedné reakci a vyuziva
fluorescencniho znaceni na misto radioaktivniho jako v tradi¢ni metodice. Fluorescen¢ni
znacky se pfipojuji na 3" konce dideoxynukleotidt (ddNTP). Pro kazdy ddNTP muzeme
pouzit jiny fluochrom [28]. Separace probiha elektroforeticky v tenké gelové vrstvé mezi
skly nebo novéji ve sklenéné kapilaie. Fluorescencni signal reak¢nich produkti je
detektorem detekovan, pienesen do pocitace a pieveden do prislusné sekvence DNA [29].
(Obr. 6)

Diky zna¢né moznosti automatizace je tato metoda soucasti fady analyzéru i dnes.
Ptikladem mutze byt moderni typ pfistroje od firmy Thermo Fisher Scientific — Applied
Biosystems®3500 Series Genetic Analyzer [27].

3-... GACTAGATACGAGCGTGA...-5' (template) Electrophorsesis
5-.. CTGAT D) rimer :
._.CTGATC,C/JO (primer) (1 read/capillary)
‘ ..CTGATCT~
.CTGATCTA~ o e
...CTGATCTAT ® —C
.CTGATCTATG < () —1 A
...CTGATCTATGC ° . —> A
Polymerase ..CTGATCTATGCT " ~ :1; A
dNTPs . CTGATCTATGCTC 2 —~
Labeled ddNTPs ..‘CTGATCTATGCTCG/. ==C

Obr. 6 Sekvenovani DNA Sangerovou metodou

Zdroj: http://www.mdpi.com/medsci/medsci-02-00098/article_deploy/html/images/medsci-02-00098-g001-1024.png
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6.1.2. Maxam-Gilbertova metoda

,Princip této metody je zaloZen na chemickém $tépeni analyzované molekuly DNA
[6]. Stejn¢ jako Sangerova metoda, pracuje s jednovlaknovou DNA, ktera je na 5 konci
znaCena radioaktivnim fosforem. Reakce probihd ve Ctyfech zkumavkéch, kdy kazda
obsahuje jiny typ ¢inidla, ktery rozstépi fragment v misté specifické baze. Vznika tak smés
ruzn¢ dlouhych fragmentii. Pomoci elektroforézy fragmenty rozdélime podle jejich délky.
Kratsi useky se v gelu se pohybuji rychleji, coz umoziiuje jejich separaci. Delsi fragmenty
jsou naopak zpomalovany a nalézame je blize ke startu [31].

Vizualizace probihd pomoci autoradiografie, kdy jednotlivé fragmenty se jevi jako

prouzky [15].

6.2. Nové metody sekvenovani (Next generation sequncing, NGS)

V poslednim desetileti, nékdy oznacovaném jako postgenomova éra, se objevily
zcela nové technologie a moznosti sekvenovani. Zatim co dfive byly potieba
k osekvenovani celého lidského genomu roky a byly na to potieba stovky piistroji, dnes je
to samé mozné udé€lat na jediném pfistroji za necelé 3 tydny. NGS vyuziva principu
paralelizace procesu sekvenovani, kdy dochazi k sekvenci tisici az milioni sekvenci
soucasné. | kdyz tyto nové technologie v mnoha ptipadech pifed¢i klasické metody
sekvenovani, jsou stale zatizené znacnymi naklady na pfistrojové vybaveni a provoz.

Zakladni rozdil mezi klasickym (Sangerovym) sekvenovanim a NGS je ve zptsobu
detekce nartstajicich fetézci. Klasické sekvenovani pouziva elektroforetickou separaci,
coz je zaroven hlavni limitujici faktor pfes veSkeré automatizani snahy. NGS se opira
0 chemické d&je pti vstupu nového nukleotidu do syntetizovaného fetézce, které poskytnou
signal v pfipadé, ze vloZeny prekurzor skute€né odpovidd poZadovanému nukleotidu
Z hlediska komplementarniho templatu. Detekce odpovédi je pochopitelné maximalné

automatizovana [46].

6.2.1 Pyrosekvenace (454/Roche)

Pyrosekvenace je jednou z prvnich sekvenacnich metod nové generace. Metoda
byla vyvinuta v roce 1987 ve Stockholmu profesorem Palem Nyrénem. Ve své studii
popsal, jak 1ze monitorovat aktivitu DNA polymerdzy pomoci bioluminiscence. Do praxe

byla sama o sob¢ uvedena az o n€kolik let pozdéji. Pyrosekvenaci Ize popsat jako sled
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enzymatickych reakci, béhem kterych se zaclefiuji jednotlivé nukleotidy do nové
vznikajicho fetézce DNA, pfi¢emz dochazi k emisi viditelného svétla. Mnozstvi

uvolnéného svétla je tmérné poctu zaclenénych nukleotida v jednom stupni [15].

6.2.1.1 Postup sekvenaéni metody 454/Roche

V prvnim kroku je genomovda DNA mechanicky rozstépena kratsi fragmenty
0 délce 300 — 800 bp. Na konec téchto fragmentl jsou ligovany specifické adaptory
(A aB). Adaptér A je znaen biotinem a slouzi k imobilizaci fragmentu na magnetické
kulicky potazené streptavidinem. DNA je denaturovana hydroxidem sodnym a vzniklé

fragmenty slouzi jako DNA knihovna. (obr. 7)

— — Ligation A\ B Genome fragmented
4 ? by nebulization
Selection ) «No cloning; no colony
(isolate AB \7 £ picking
fragments L EN|  «aDNAlibrary created
only’ p j with adaptors
5> 9 +A/B fragments selected
8 using avidin-biotin
purification
gONA P sstDNA library

Obr. 7 Priprava knihovny
Zdroj: http://www.biotechland.it/appunti_genomica%20funz_1_454.html

Druhym krokem je PCR reakce. Adaptory na konci fetézct slouzi jako primery
protzv. emulzni polymerdzovou fetézovou reakci (emPCR), kterd probiha
na streptavidinovych kuli¢kach v olejové emulzi. Ke kazdé kulice je pfipojena pomoci
oligonukleotidl jedna molekula jednofetézcové DNA, kterd je béhem emPCR namnoZena.
(Obr. 8)
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Obr. 8 Amplifikace pomoci emulzni PCR
Zdroj: http://www.biotechland.it/appunti_genomica%20funz_1_454.html

Vlastni sekvenace probiha na povrchu pikotitra¢ni desticky (PTP, PicoTiterPlate).
Velikost jednotlivych jamek zajistuje pritomnost pouze jedné DNA kulicky. Do jamky
jsou vpraveny dalsi kulicky obsahujici enzymy nezbytné pro pyrosekvenacni reakci
(DNA-polymerazu, luciferazu, sulfuryldzu) a enzymy zpusobujici imobilizaci kulicky.

(Obr. 9)

Sequencing

“Well diameter: average of 44 pm
+400,000 reads obtained in parallel
+A single cloned amplified sstDNA
bead is deposited per well
Amplified sstDNA library beads P Quality filtered bases

Obr. 9 Umisté DNA Kkuli¢ek do jamek pikotitraéni desticky
Zdroj: http://www.biotechland.it/appunti_genomica%20funz_1_454.html

Takto pfipravena pikotitratni desticka se umisti do pfistroje, ktery fidi pratok
nukleotidii (ANTP) v pfesn¢ daném potadi. Vzdy, kdyz je dany nukleotid komplementarni
k nasledujici bazi, je DNA polymerazou inkorporovan do prodluzujiciho se fetézce
za soucasného uvolnéni molekuly pyrofosfatu. Enzym ATP sulforylaza pfeménuje
uvolnény pyrosulfat na ATP, ktery dodava energii reakci, pfi niZz dochazi k oxidaci
luciferinu na oxyluciferin a svétlo. Detekce se provadi pomoci CCD kamery umisténé

na spodni ¢asti pikotitraéni desticky, ktera emitované svétlo detekuje. (Obr. 10)
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Obr. 10 Pyrosekvenaéni reakce

Zdroj: http://www.biotechland.it/appunti_genomica%20funz_1_454.html

Vyhodnoceni probiha v pocitacového softwaru, kdy jako prvni dochazi k detekci
jednotlivych nukleotidl, slouzici jako standard. Emitované zablesky jsou zpracovany
do tzv. Flow grafi. (Obr. 11) V ptipadé vice stejnych nukleotidi fazenych v sekvenci
za sebou — tzv. homopolymery, dochazi vlivem odstépeni vice pyrofosfatu ke zvySeni
intenzity detekovaného signalu. Podle intenzity emitovaného svétla je poté vypoctena
délka daného homopolymeru. Jelikoz se intenzita nezvySuje linearné, dochdzi casto
k chybam pfi ¢teni téchto homopolymert. Poslednim krokem je blastovani = ptifazeni

piectené sekvence k jiz znamym sekvencim v genovych bankach [15]; [32].
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Obr. 11 Flowgram
Zdroj: http://sequence.otago.ac.nz/download/ManualPartB.pdf

30



Prvnim komer¢né dostupnym analyzéatorem vyuZzivajici vySe zminénou technologii,
byl analyzator firmy 454 Life Sciences (spole¢nost byla pozdéji koupena mezinarodnim
farmaceutickym gigantem Roche) a sice FLX Genome Sequencer (FLX GS), ktery byl
na trh uveden v roce 2005. Umoznoval masivni paralelni analyzu stovek tisict kratkych
usektt DNA béhem jedné procedury. V roce 2011 se na trhu objevila modernéjsi verze toho
pfistroje — FLX GS Titanium +, ktery umoznil zlepSeni vykonu prodlouzenim ¢teciho
ramce. B¢éhem sekvenace vytvaii vysoce kvalitni uspofadani s vétSim pokrytim
kompletniho genomu. Firma Roche v soucasnosti (2016) také nabizi stolni verzi
pyrosekvenatoru GS Junior, jehoz pofizovaci ndklady jsou niz§i, nabizi moznost

sekvenovani v mensim objemu a pii nizsi spotiebé chemikalii [15].

6.2.2 Reversibilni terminatorova sekvenace (Illumina/Solexa)

Za vyvojem reversibilni terminatorové sekvenace stoji spolecnost Solexa, kterou
v roce 2007 odkoupila firma Illumina. Stejn¢ jako u 454/Roche je princip metody zalozen
na sekvenaci syntézou. Technologie Illumina je pfrevazné vyuzivana k resekvenaci

znamych genomtu ¢i sekvenaci transkribovanych tseka [15].

6.2.2.1 Postup sekvenaéni metody Illumina/Solexa

Vzorek DNA je nejprve Stépen na men$i fragmenty dlouhé 800bp. Konce
jednotlivych fragmenti jsou pak smési enzymt upraveny tak, aby na né mohly byt
navazany dva rozdilné adaptéry, které umoznuji kovalentni vazbu na povrch pro sekvenaci.
Naslednou elektroforetickou separaci se pro sekvenacni reakci vybiraji fragmenty o délce

200 az 500 bp. (Obr. 12)

Obr. 12 Priprava Knihovny
Zdroj: http://www.illumina.com/documents/products/brochures/brochure_genome_analyzer.pdf
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Fragmenty DNA jsou pfichyceny jednim koncem na skli¢ko, které obsahuje
oligonukleotidy komplementarni k adaptérim na fragmentech. Po pfidani reagencii
nezbytnych pro PCR dochazi k amplifikaci, ohnuti fragmentti a vytvorfeni tzv. ,,mustku®.
Vysledkem amplifikace jsou dva fetézce. Naslednou denaturaci zajistime narovnani
jednotlivych fragmenti a opakovanim cyklu dosdhneme namnozeni pivodni sekvence
na tisice kopii. Namnozené fragmenty se shlukuji a tvofi tzv. klastry. Tento zptisob PCR je

oznacovan jako klastrova nebo také mustkova PCR. (Obr. 13)

Obr. 13 Miastkova amplifikace
Zdroj: http://www.illumina.com/documents/products/brochures/brochure_genome_analyzer.pdf

Vlastni sekvenovani probihd pomoci primerti navazanych na kopie fragmentt
a pomoci modifikovanych nukleotidii zna¢enych rtiznymi fluorochromy. Nukleotidy jsou
na 3" konci chemicky upraveny aby nedoSlo k zaclenéni vice nez jedné baze. Jejim
navazanim dochazi k doasnému zastaveni syntézy. Detekce signdlu je provadéna ptimo
pii syntéze vlakna a jeji zastaveni je pouze docasné. Po odblokovani 3" konce miize
syntéza opét pokracovat zaclenénim nasledujici komplementarni baze. Proces se opakuje

do doby, nez je zachycen obraz celé sekvenace [15]; [33]; [35]. (Obr. 14)

Obr. 14 Sekvenace
Zdroj: http://www.illumina.com/documents/products/brochures/brochure_genome_analyzer.pdf
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Prvnim pfistrojem, ktery tento typ platformy vyuzival, byl analyzator stejnojmenné
firmy s oznacenim GA (Genome Analyzer), schopny pieéteni sekvenci dlouhych 35 bazi
[15]. V soucasnosti je na trhu nékolik verzi pfistroji rizné vykonnosti. MiSeq, MiSeqDx
jsou sekvenatory urené do malych laboratoii pro sekvenovani malych genomu
a pro amplikonové sekvenovani. NextGen 500 piredstavuje prvni vysokokapacitni stolni
nejvykonnéjsi sekvenacni platforma cilena pro populacni studie. Je slozena z 10 ultra
vysokokapacitnich sekvestort, které jsou spolecné schopny osekvenovat vice nez 18 000
genomi za rok. Jejich nevyhodou jsou relativné kratka délka sekvencniho ¢teni (2x125 —
2x300 bazi) a relativn¢ vyssi chybovost. Analyzatory firmy Illuminia diky své vysoké
vykonnosti, kapacit¢ a cenové hospodarnosti provozu patii k nejvice uZzivanym

sekvenatorim vubec [33].

6.2.3 Sekvenace ligaci (Life technologies/SOLID)

Platforma SOLID (Sequencing by oligonucleotide ligation and detection) byla
poprvé predstavena v roce 2007 tehdy jesté spolenosti Applied Biosystems - dnes Life
Technologies. Pro  postupné prodluzovani vldkna DNA  komplementarniho

k jednovlaknovému templatu, vyuziva ligaci [2].

6.2.3.1 Postup sekvena¢ni metody SOLID

DNA knihovna se ptipravuje ligaci adaptérii na 3" a 5” konce fragmentu, které jsou
komplementarni k nukleotidim imobilizovanym na povrchu paramagnetickych kulicek.
Po amplifikaci pomoci emPCR jsou kulicky kovalentné navazany na sklicko se specialné

upravenym povrchem. [33] (Obr.15)
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Obr. 15 A) P¥iprava knihovny B) Amplifikace pomoci emPCR C) Umisténi DNA knihovny na povrch skli¢ka
Zdroj: http://seqanswers.com/forums/showthread.php?t=10

Metoda SOLID probiha v n€kolika cyklech, béhem nichz dochazi k hybridizaci ¢tyf
fluorescenéné znacenych sond (syntetické olygonukleotidy o délce 8nt — oktamery), které
jsou pomoci ligazy pfipojeny k primeru ohraniCujici zacatek reakce [35]. Kazda ze sond
ma znamou sekvenci prvnich dvou bazi na 3" konci, 6 ndhodnych nukleotid a na 5" konci
fluorescenéni znacku, kterd kromé signalizace prvnich dvou nukleotidli zabranuje ligaci
dalsiho oktameru na 5" konci behem jednoho cyklu sekvenace. Po precteni signalu je sonda
spole¢né s tfemi poslednimi nukleotidy oktameru odstépena. Sekvenacni primer tak

zUstava prodlouzen o 5 nukleotidt [2]. (Obr. 16)
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Obr. 16 Ligace sond
Zdroj: http://lwww.appliedbiosystems.com/absite/us/en/home/applications-technologies/solid-next-generation-

sequencing/next-generation-systems/solid-sequencing-chemistry.html
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Nasleduji dalsi cykly, které¢ stejnym zpisobem prodluzuji 5 konec oktameru.
Po dosazeni 5 cykli je proces ukonéen a vznikly legaéni produkt omyt. Cely proces je
zopakovan s primerem 0 jeden nukleotid krat$i nez ptuvodni primer [36]. (Obr. 17) Mame
16 moznych kombinaci dinukleotidli a pouze 4 fluorescencni znacky, jedna sonda tak
koduje vice pari nukleotidi. K dekodovani sekvence musime znét jednak barvu, ale i prvni
bazi pochézejici z adaptéru. Solid technologie zarucuje ptecteni kazdého nukleotidu

dvakrat, coz zvySuje pfesnost, S jakou je uréeno potadi nukleotidi dané sekvence [33].
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Obr. 17 Pi‘ehled sekvenénich cykli
Zdroj: http://lwww.appliedbiosystems.com/absite/us/en/home/applications-technologies/solid-next-generation-
sequencing/next-generation-systems/solid-sequencing-chemistry.html

6.2.4 Life Technologies/lon torrent

V roce 2010 predstavila firma Life Technologies pristroj Ion Personal Genome
Machine (PGM), zalozeny na nové technologii, schopné piimo pievadét chemicky
kédované signaly do digitdlni podoby na polovodicovém ¢ipu. Na rozdil od ptedchozich
technologii, vyuzivajici optické detekce znaCenych nukleotidd, tato platforma vyuziva

detekci vodikovych protonti uvolnénych v pribéhu syntézy nové vznikajiciho fetézce. [37].

6.2.4.1 Postup sekvenaéni metody lon torrent

Nejprve je nutné vytvoreni knihovny, kdy fetézec DNA je tieba fragmentovat
na kratsi useky dlouhé tadoveé 200 — 400 bazi a na vzniklé fragmenty ligovat sekvencni
adaptéry. Nutnd amplifikace fragmentl probiha na paramagneticky kulickach potazenym
komplementarnimi primery pomoci emPCR, jako je tomu u metody 454/Roche nebo
SOLiD [38].
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Vlastni sekvenovani probihd na polovodiCovém Ccipu pokrytém mikrojamkami
obsahujici paramagnetické kulicky s navazanymi fragmenty DNA. Jamky cipu jsou
postupné zaplavovany jednotlivymi druhy nukleotidi a pomoci DNA polymerazy
zaClenény do nové vznikajiciho fetézce. Inkorporace nukleotidu do fetézce zplisobuje
uvolnéni H+ iontu (Obr. 18a) a zménu pH, ktera je zaznamenavana detektorem. (Obr. 18b)
Jsou-li do fetézce zaclenény dvé identické baze, vysledné napéti na Cipu je dvojndsobné.

Naopak pokud nukleotid komplementarni neni, detektor zadny signal nezaznamena [37].
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Obr. 18 A) Sekvenéni reakce B) Zména pH pievedena na napét'ovy signal
Zdroj: https://www.ebi.ac.uk/training/online/course/ebi-next-generation-sequencing-practical-course/what-next-

generation-dna-sequencing/ion-torre

Vyhodou technologie je, Ze nepouzivd zadné fluorescencni detektory, sondy ani
kamery. Sekvencni proces tak trvda méné€ nez 2 hodiny a je levnéjsi nez predchozi metody
sekvenace. Objem produkovanych dat je zavisly na hustoté jamek na Cipu. V roce 2012
byla predstavena nova generace polovodicového sekvenatoru — lon Proton s kapacitou ¢ipu

obsahujici dostatecny pocet jamek i pro sekvenaci lidského genomu [33].

6.2.5 Sekvenace jednotlivych molekul DNA
6.2.5.1 Helicos Biosciences HeliScopeTM

Prvni spolecnosti, ktera ptiSla na trh s platformou umoznujici pfimé sekvenovani
jednotlivych molekul DNA nebo RNA, byla Helicos BioSciences Corporation. Vyhoda
technologie spociva v absenci amplifika¢niho kroku, ¢imz je fazena do sekvenacni skupiny
treti generace. Absence tohoto kroku je diivodem niZs§i ceny analyzy, nizs$i chybovosti
a podstatného zrychleni celého procesu [33]. Jedna se o tzv. piesné sekvenovani

jednotlivych molekul DNA (z anglického Tru Single Molecule Sequencing - TSMS™),
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Pracuje na principu fluorescencni detekce a dokaze analyzovat mnoho miliond

jednotlivych fragmenttit DNA soucasné.

6.2.5.1.1 Postup sekvena¢ni metody HeliScope

Pomoci restrikénich enzymii je DNA rozstipana na fragmenty dlouhé 100 — 200
bazi a pomoci ligace se piipoji adaptéry s fluorescencni znackou. Zkracené provazce se
poté hybridizuji na desticku s oligonukleotidy umisténymi na jejich povrchu. Jednotlivé
znaceni se provadi ve 4 cyklech (pro kazdou nukleotidovou bazi zvIast).

Vlastni proces sekvenace probiha po ptidani DNA polymerazy a po ptidani jednoho
ze Ctyt fluorescencné znalenych nukleotidi. Pomoci laserového paprsku jsou poté
detekovany fluorescen¢ni znacky a pomoci CCD kamery urceny polohové soufadnice

zachycenych fetézcu. Pied dalsi cyklem je fluorescencni znacka odstranéna [39]. (Obr. 19)
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Obr. 19 Postup sekvencni reakce metody HeliScope A) Priprava vzorku B) Zachycena templatova DNA a jejich

fluorescenéni znacky jsou odstranény C) sekvenovani syntézou

Zdroj: http://www.americanlaboratory.com/913-Technical-Articles/780-Making-Single-Molecule-Sequencing-a-

Reality/
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6.2.5.2 Pacific Biosciences SMRT™

Ve snaze prekonat inherentni problémy v oblasti genomiky se firma Pacific
Biosciences snazila vyvinout novou technologii, ktera by posunula hranice sekvenovani.
Vysledkem jejich snazeni je tzv. sekvenovani jednotlivych molekul v readlném case
(z anglického Single Molecule Real Time Sequencing — SMRT). Technologie vyuziva
prirozeného procesu replikace DNA a umoziuje v redlném case pozorovani syntézy této
molekuly. Inovaci bylo pouziti ¢ipu tzv. Zero Mode Waveguide (ZMWSs) s deseti tisici

jamkami, které maji nanofotonickou strukturu a snizuji pozadi fluorescence [40].

6.2.5.2.1 Postup sekvenovani metodou SMRT

Proces za¢inam ptidanim vzorku do ZMW jamek, v nichZ je na dn¢ imobilizovana
DNA polymeraza, ktera spousti proces replikace. Ctyfi fluorescenéné znaéené nukleotidy,
které generuji odliSné emisni zafeni, Se inkorporuji do prodluzujiciho se fetézce DNA
za soucasn¢ho vyzareni svételného signalu. Fluorescence se zaznamena detektorem a je
vyhodnocena jako odpovidajici nukleotid. Detekce je ukoncena po rozstépeni fluoroforu,

ktery je spojeny s nukleotidovym koncovym fosfatem na polymeraze. (Obr. 20)
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Obr. 20 Princip sekvenovani jednotlivych molekul DNA v realném ¢ase A) Vnitick ZMW nanostruktury B)
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Zdroj: http://decodingdna.yolasite.com/single-molecule-real-time-sequencing.php
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6.2.6 Nanopore Sequencing

Sekvenovani pomoci nanoporii patii mezi nejnovéjsi metody NGS. Vyzkum
technologie zapocal v 90. letech na univerzitnich pidach Harwardu a Oxfordu ve Velké
Britanii, ale také na Bostonské univerzité nebo piedni Kalifornské univerzité. Roku 2005
vznikla spole¢nost Oxford Nanoporu Technologies®, ktera spolupracovala s vyse
zminénymi univerzitami a poznatky z univerzitnich vyzkumi se rozhodla pievést
do komer¢ni sféry. Od pocatku svého vzniku tym spolecnosti vyviji pfevratnou platformu
pro piimou elektronickou analyzu jednotlivych molekul [41].

Technologie je zalozena na biologickych vlastnostech nanoporu, ktery je zaclenén
do lipidové dvojvrstvy odd¢lujici jamky naplnéné elektrolytem. Prochazejici
jednovldknova DNA zeslabuje konstantni proud, jenz je vhanén do systému. Jednotlivé
nukleotidy jsou detekovany na zakladé specifické modulace toku ionti a délce trvani
tohoto omezeni. (Obr. 21) Rychlost, kterou je DNA sekvenovana, reguluje DNA
polymeraza [8]; [42].

Obr. 21 Princip sekvenovani nanopore technologii

Zdroj: http://circres.ahajournals.org/content/112/12/1613.figures-only

V soucasnosti spolecnost predstavila dva pfistroje. Prvnim je PromethlON - maly
stolni systém pracujici v redlném Case. SlouZi pro analyzu jednotlivych molekul DNA,
RNA a proteinti. Druhym je MinlON — pienosna USB verze, pracujici taktéz v realném
Case a slouzici pro sekvenovani DNA. Aktualné je také ve vyvoji ptistroj GridlON — plné
Skalovatelny analyticky systém slouzici taktéZ pro analyzu jednotlivych molekul DNA,
RNA a proteinll. Rozdilem oproti PromethION je, ze tato verze pfistroje obsahuje vice

stejnych kazet pro sekvenovani a mohou spolu sdilet informace v pribéhu analyzy [43].
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7. Vyuziti sekvenovani v diagnostice dédi¢nych chorob

,Hlavnim ukolem molekuldrné genetického vysetieni je zjistit, zda vySetfovana
osoba nebo plod pfi prenatalni vysetieni bude ¢i nebude trpét dédicnou chorobou, ktera se
V jeho rodin¢ nebo u nékterého z jejiho ¢lena jiz vyskytuje.“ Molekularné genetické
vysetieni miizeme rozdé€lit do dvou skupin. Na piimou a nepfimou molekularné genetickou
diagnostiku. Sekvenovani DNA se pfevazné vyuziva u pifimé diagnostiky a to jak pfi
mutacnim screeningu, kdy pomoci sekvenace ur¢ime, o jakou mutaci se jednd, tak
u diagnostiky jiz znamych mutaci, kdy poskytuje nejpiiméjsi ditkaz pfitomnosti mutace
v DNA [44]. Konkrétnim ptikladem vyuziti sekvenovani muze byt diagnostika dédi¢né

formy diabetu insipidu.

7.1 Diabetes insipidus

Diabetes insipidus je pojem oznacujici heterogenni skupinu onemocnéni, kdy
porucha nastava v regulacnim mechanismu homeostazy vody v organismu. ,,Regulace
osmolality zahrnuje osmotické a neosmotické stimuly pro hypotalamus, ovlivnéna muze
byt sekrece antidiuretického hormonu (ADH /vazopresin) v hypotalamu, transport
a skladovani ADH v zadnim laloku hypofyzy, uvolnéni ADH a transport krevnim feciStém
k vazopresinovym receptorim (AVPR2) v ledvinach, translokace vodnich kanalt
(aquaporinu-2) do membrany, reabsorpce vody do renalniho intersticia (pomoci aquporind
3 a4) s vyslednym snizenim osmolality a zvySenim objemu extracelularni vody.

Diabetes insipidus je spole¢né oznaceni chorob vyznacujici se tvorbou velkého
mnozstvi hypotonické moci (4 - 201/den) a trvale niz§i osmolalitou (50 — 200mmol/kg).
Rozlisujeme nékolik typli onemocnéni, témi nejzakladnéj§imi jsou [3]:

o centralni (diabetes insipidus centralis)

o nefrogenni (diabetes insipidus renalis)

7.1.1 Centralni diabetes insipidus

Centralni diabetes insipidus je onemocnéni zplisobené poruchou syntézy, sekrece
nebo transportu ADH do neurohypofyzy nebo uvolnéni z n¢j. Nasledkem je nedostatek
ADH a neschopnost ledvin koncentrovat mo¢. Vznika idiopaticky (samovoln¢, resp. bez

znamych dtvodu), kde tvoii necelou polovinu vSech piipadu, ale vznika i v disledku
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poskozeni CNS infekcei, ischemii, urazem nebo tumorem. 1 — 5% ptipadu je hereditarnich.
V ptipad¢ geneticky podminéného onemocnéni jsou rovnomérné postizeny obé pohlavi.
Mirné formy se manifestuji az v pfedSkolnim véku, ty t€zké uz v kojeneckém véku [3];
[45].

7.1.2 Nefrogenni diabetes insipidus (NDI)

Nefrogenni diabetes insipidus je vzacné onemocnéni, které vznika pii neschopnosti
ledvin (distalnich tubulii) koncentrovat mo¢ (viz vyse). Divodem je porucha receptort
(AVPR2) pro vazbu vazopresinu nebo také porucha aquaporinu-2 (AQP2) — kanalu
zodpovédného za udrzovani rovnovahy vody v téle. Projevem obou forem NDI je polyurie
a polydipsie [48]. NDI je obecné charakterizovano jako vrozené onemocnéni vyplyvajici
z genetickych mutaci v AVPR2 (onemocnéni vazané na X chromozom) nebo AQP2
(autozomalné dominantni 1 recesivni typ dédi¢nosti). NDI miize vzniknout i sekundarné
ato po uzivani lékovych forem lithia a soli magnezia nebo pfi akutnim a chronickém

selhani ledvin, ale také pfi naruseni elektrolytové rovnovahy [45].

7.1.2.1 Mechanizmus funkce

Mechanizmus funkce vstfebavani vody je zaloZen, na vazbé AVP na vazopresinovy
receptor AVPR2. Receptor je sptazeny s G proteinem a lokalizovan na bazolateralni strané
bun€¢k distalnich tubuld. Po wvazbé hormonu nareceptor, dochazi k aktivaci
adenylatcyklazy. Nasledkem aktivace je zvySend hladina cAMP (cyklicky adenosin
monophophate) a ta vede ke kaskadovitému spusténi déju uvnitt bunky. Pfi tomto d&ji
mimo jiné dochazi k aktivaci a pohybu transportnich vacka (obsahujici vodni kanal
aquaporin 2) z intracelularniho prostoru na apikalni povrch buiiky. Voda je resorbovana
pfes aquaporin na zdkladé osmotického gradientu. Voda vstupuje do buiky pres AQP2,
AQP3 a AQP4, které jsou umistény na bazolateralni plazmatické membrané. Po obnoveni

rovnovahy vody hladina hormonu AVP klesa [45]. (Ptiloha 1)
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7.1.2.2 Popis a mutace genu pro AVPR2

AVPR2 gen (Ptiloha 2) byl poprvé popsan v roce 1992. Je umistén na chromozomu
Xq28 (Obr.22) dle cytogenetické nomenklatury. Molekularné geneticky zapis dle NCBI
(GRCh37): X:153,167,984 - 153,172,619. Je tvoien 3 exony a koduje ho 370 aminokyselin
[48]. Mutace je vazana na X chromozom a pienaseji ho heterozygotni zeny na syny. Tvoii
90% vsech diagnostikovanych piipadi [45]. Hlavnimi symptomy jsou polyurie, zizen
a polydipsie Casto pfitomné jiz od narozeni. V piipad¢ nedostate¢ného zdsobovani vodou
muze dojit k vazné hypernatrémii a dehydrataci nemocného [3]. Mutace v AVPR2 vedouci
k NDI vedou ke ztraté funkce receptoru a lze je rozdélit do péti tiid:

I. tfida — Mutace vedou K posunu ¢teciho ramce na mRNA a tim k netplnému

receptoru.

II. tfida — K tomuto typu mutace dochéazi nejCastéji. M4 za nésledek Spatné

seskupeni receptoru (neuplné vazebné misto) pro hormon AVP.

III. tfida — Stejné jako v pfedchozim piipadé¢ dochdzi k netplnému seskupeni

receptoru. Vazba s AVP je aktivni, ale receptor pln¢€ nespolupracuje s G proteinem.

Nésledkem je nedostatecné produkce cAMP a nespusteéni kaskady déju (viz vyse).

IV. tfida — V tomto piipadé mutace zpusobuji neschopnost vazby AVP na receptor.

V. tfida — Mutace genu zpusobi nespravné umisténi receptoru do bunééného

kompartmentu a tedy ztratu jeho funkce [45].

o oM
Obr. 22 Umisténi genu na chromozomu

Zdroj: https://ghr.nlm.nih.gov/gene/AVPR2
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7.1.2.3 Popis a mutace genu pro AQP-2

AQP2 gen kéduje aquaporin-2, vodni kanal umistény v ledvinovych sbérnych
kanalcich. (Pfiloha 3) Nachazi se na dlouhém rameni chromozomu 12 na pozici 12q13
(Obr. 23). Molekularné¢ geneticky zapis dle NCBI je (GRCh37): 12:50,344,523 -
50,352,663. Obsahuje 4 exony a je kodovan 271 aminokyselinami [48]. Sklada se ze Ctyf
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podjednotek, které tvofi stabilni tetrametr v plazmatické membran¢. K mutacim v tomto
genu dochédzi pouze vzacné a tvoii necelych 10% piipadd. Jedna se o autozomalné
dominantni i o autozomalné recesivni typ dédi¢nosti. V soucasné dobé je znamo okolo 51
mutaci v genu pro AQP2. Obecné je lze rozdélit do dvou skupin. Prvni skupinu tvofi
mutace, které inhibuji signal vystavujici receptor na povrch lipidové membrany. Druhou
skupinu tvofi mutace, které maji za nasledek vadu ve struktuie pdérG a vedou tedy

k nedostate¢né funkci vodniho kanalu [45].

8 § 0§ 8% 8B B ogg
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Obr. 23 Umisténi genu na chromozomu
Zdroj: https://ghr.nIm.nih.gov/gene/AQP2

Konkrétnim piikladem vyuziti sekvenacnich metod miiZze byt pifipad pacienta
(chlapce 1993), jehoz vzorek byl zaslan do laboratofe 1ékaiské genetiky. Pacientovi byl

diagnostikovan nefrogenni diabetes insipidus. (Obr. 24)

1967 O 1970

1989 \ 1993

Obr. 24 Schéma rodokmenu probanda
Zdroj: Ustav lékatské genetiky LF UK a FN Plzei

Postup vysetieni probanda vyplyva ze soucasnych poznatkii o tomto onemocnéni,
kdy byly popsany dva geny zpusobujici nefrogenni diabetes insipidus (viz vyse). Z divodu
daleko vétsi pravdépodobnosti X-vazané formy (cca 90%) se nejprve provadi vySetieni

genu AVPR2. Pokud je vysledek negativni a mutace neni nalezena, vysetiuje se druhy gen
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AQP2. Pfi ndlezu mutace je mozné provést vySetfeni nosiCstvi familiarni mutace
u ptibuznych a uréeni pravdépodobnosti pfenosu na dalsi generace.

Osekvenovanim prvniho genu AVPR2 (Ptiloha 4) probanda a porovnanim
s referen¢ni sekvenci nebyly na exonech nalezeny zadné odchylky. Z divodu negativniho
vysledku bylo provedeno vysetieni druhého genu AQP2 (Piiloha 5), kde byla nalezena
translokace ¢.439G>A (p.Alal47Thr) a delece ¢.236_244del (p.Cys79_Val81del). Ob¢

zmény jsou patogenni a  potvrzuji = diagnézu  diabetu  insipidu  [48].
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9. Zavér

Jak uz bylo napsano v ivodu tohoto textu, sekvenovani je v dneSni dobé nedilnou
soucasti lékarskych, ale i védeckych aplikaci.

Sangerova metoda pouzivana od 70. let i v soucasnosti ma své uplatnéni a fada
laboratofi tuto metodu vyuziva. Jeji nejveétsi vyhodou je jeji spolehlivost a cenova
dostupnost. Hodi se také pro ¢teni kratSich usekti DNA.

NGS metody jsou v dnes$ni dobé na vzestupu, jejich cena postupné klesa, éteci ramce se
prodluzuji, dochazi ke zlepSeni jejich pifesnosti a nejvétsi vyhodou oproti klasickym
metodam je jejich rychlost sekvenace. Z mého vyctu metod vSak nelze urcit, ktera je lepsi.
Zalezi pouze na laboratofi, jaké poZzadavky na pfistroj ma a jaké typy experimentii provadi.

Pted ndkupem sekvenatoru je vSak tfeba zvazit né€kolik dalezitych aspektl. Asi tim
nejhlavnéjsim je vyuzitelnost pfistroje laboratofi. V pitipadé€, ze laboratoi nema velkou
kapacitu vzorkl potitebnych k vySetfeni nebo obecné k ziskadni sekvenacniho fetézce,
pofizeni sekvenatoru je pro ni nevyhodné. Divodem je vysokd cena pofizeni pfistroje
a pomérné vysoké naklady potfebné na udrzbu, pravidelny servis a reagencie. Pravé cena
pofizeni brani masivnimu rozsiteni.

Rada firem dnes poskytuje zakazkové sluzby spojené se sekvenovanim. Vzorek je
odeslan prepravni spolecnosti do laboratofe firmy a ta za cenové prijatelnéjsi cenu provede
sekvenovani za Vias. Pro spravnou profesiondlni sekvenaci je tieba dbat na spravné

uchovani vzorku. Jednotlivé zkumavky se skladuji v kapalném dusiku [47].
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11 . Pilohy

Priloha 1 AVP dependentni regulace AQP2 ve sbérném kanalku
Zdroj: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3610677/figure/F1/
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Piiloha 2 Vazopresinovy receptor
Zdroj: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3610677/figure/F4/
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Priloha 3 Aquporin 2
Zdroj: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3610677/figure/F5/
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Piiloha 4 Sekvence genu AVPR2

Zdroj: Ustav l1ékai'ské genetiky LF UK a FN Plzefi

ATCCGTCTGTCTGACCATCCCTCTCAATCTTCCCTGCCCAGGACTGGCCATACTGCCACCGACACGTGCACACACGCCAAC
AGGCATCTGCCATGCTGGCATCTCTATAAGGGCTCCAGTCCAGAGACCCTGGGCCATTGAA

CTTGCTCCTCAGGCAGAGGCTGAGTCCGCACATCACCTCCAGGCCCTCAGAACACCTGCCCCAGCCCCACCATGCTCATGG
CGTCCACCACTTCCG

GTAAGGCTTGCCCCTCCATGAGTCCGGTGGGCAGAGTGGGTTTGACGATTCAGGGAAGCCCCTCTTTCTAAAGACCTCCTT
CACCCTCACCTCTGGGTGTGTCTCTCCAGGCTGCCAATGAGTGGGGAGGGGAGCACAGCCCCACTTCCCCGCCAGGGCTGG
GGCTGGGGCTGGGGCTGGGGCTGCCCTTCCTTCTGGACTGCATGAGCCTGGGGTGTGTATCCCTCATAACATGGCTTTCCT
GGAGTCCCCTCTGCTAGGAGCCAGGAAGTGGGTGTCCGGATGGGGGCACGGGAGGCAGGCCTGAGTCCCCCTGCACAGCAC
CCTCTCTAACCAGGCCCTCTTCCCGACTCCTTCCCAG

CTGTGCCTGGGCATCCCTCTCTGCCCAGCCTGCCCAGCAACAGCAGCCAGGAGAGGCCACTGGACACCCGGGACCCGCTGL
TAGCCCGGGCGGAGCTGGCGCTGCTCTCCATAGTCTTTGTGGCTGTGGCCCTGAGCAATGGCCTGGTGCTGGCGGCCCTAG
CTCGGCGGGGCCGGCGGGGCCACTGGGCACCCATACACGTCTTCATTGGCCACTTGTGCCTGGCCGACCTGGCCGTGGCTC
TGTTCCAAGTGCTGCCCCAGCTGGCCTGGAAGGCCACCGACCGCTTCCGTGGGCCAGATGCCCTGTGTCGGGCCGTGAAGT
ATCTGCAGATGGTGGGCATGTATGCCTCCTCCTACATGATCCTGGCCATGACGCTGGACCGCCACCGTGCCATCTGCCGTC
CCATGCTGGCGTACCGCCATGGAAGTGGGGCTCACTGGAACCGGCCGGTGCTAGTGGCTTGGGCCTTCTCGCTCCTTCTCA
GCCTGCCCCAGCTCTTCATCTTCGCCCAGCGCAACGTGGAAGGTGGCAGCGGGGTCACTGACTGCTGGGCCTGCTTTGCGG
AGCCCTGGGGCCGTCGCACCTATGTCACCTGGATTGCCCTGATGGTGTTCGTGGCACCTACCCTGGGTATCGCCGCCTGCC
AGGTGCTCATCTTCCGGGAGATTCATGCCAGTCTGGTGCCAGGGCCATCAGAGAGGCCTGGGGGGCGCCGCAGGGGACGLC
GGACAGGCAGCCCCGGTGAGGGAGCCCACGTGTCAGCAGCTGTGGCCAAGACTGTGAGGATGACGCTAGTGATTGTGGTCG
TCTATGTGCTGTGCTGGGCACCCTTCTTCCTGGTGCAGCTGTGGGCCGCGTGGGACCCGGAGGCACCTCTGGAAG

GTGGGTGTAGCCGTGGCTAGGGCTGACGGGGCCACTTGGGCTTGGCCGCATGCCCCTGTGCCCCACCAGCCATCCTGAACC
CAACCTAGATCCTCCACCTCCACAG

GGGCGCCCTTTGTGCTACTCATGTTGCTGGCCAGCCTCAACAGCTGCACCAACCCCTGGATCTATGCATCTTTCAGCAGCA
GCGTGTCCTCAGAGCTGCGAAGCTTGCTCTGCTGTGCCCGGGGACGCACCCCACCCAGCCTGGGTCCCCAAGATGAGTCCT
GCACCACCGCCAGCTCCTCCCTGGCCAAGGACACTTCATCGTGAGGAGCTGTTGGGTGTCTTGCCTCTAGAGGCTTTGAGA
AGCTCAGCTGCCT



Piiloha 5 Sekvence genu pro AQP2 s vyznac¢enou deleci a translokaci probanda
Zdroj: Ustav 1ékaiské genetiky

AAGACACAAACCTTTATGCCTTGGAAATTTGTCACAAGCCAACCAGTTGTTTTCCATCCCTGTGAAGCAGGAATAATTGGA
GGTCTGACAGAAGAACTTCCCAGTTACCAGAAGGAGCAGCACTCATGTTCTCTCTTAGTTTTGTGTGAGGTGTTGCCCCTG
CCTTGGTCAACAGTTTGAGTCAGAGAGATGGGGGCCGGGCACAATCCCCACCAGACGTTCCCATTCACAAGACCCTGTGGG
GGCTGGGAGACGCCCTGGGGCAGCAGCCCTGGGGTAACCAAGGGAACAAACACGGAAAACCAGGGACGTCAGTCCTTATCT
GGAGCTCATTAAATGGGGAACATTAGTCAGCTGTGAAGGCCAAGATAGGGTGATAGGCCTGTGGGTGGGCTGGGATGGGGC
ATGGGGGCAGAGGCCGCCATGGAGGAGAAGAGGTATTGGCCTCAACGACTCCACCTCCCCGCCACGTGCCCAGATCCGGGA
TGGAAGGACCCTATAAATGCCCACAACCCAGCCTCCCCAGAGGCCTTGAGAAAGAGAGCGATAGAGTGCGAGAG

CGAGTGCCCGGAGCATCCTGGCCCTGAGACAGCTGGGCCAGCCCCGCAGGGCTCTGCAGCATGTGGGAGCTCCGCTCCATA
GCCTTCTCCAGGGCTGTGTTCGCAGAGTTCCTGGCCACACTCCTCTTCGTCTTCTTTGG

(vlwle]lo[r]sO
H2CE])s]2drE]=CE]cE] ] E]vE]F [

CCTCGGCTCTGCCCTCAACTGGCCACAGGCCCTGCCCTCTGTGCTACAGATTGCCATGGCGTTTGGCTTGGGTATTGGCAC
CCTGGTACAGGCTCTGGGCCACATAAGCGGGGCCCACATCAACCCTGCCGTGACTGTGG

Oclclsa]ovjwlejolajrfels|v]rfofr]ajufalr|c]r]c]
rlefrfr]viofafrjelu]rfs]elaljufTn]e]afv]T]V]

CCTGCCTGGTGGGCTGC CAC GT C TCCGTTCTCCGAGCCGCCTTCTACGTGGCTGCCCAGCTGCTGG

DELETOVANY USEK, KTERY U PROBANDA CHYBI!!!

GGGCTGTGGCCGGAGCCGCTCTGCTCCATGAGATCACGCCAGCAGACATCCGCGGGGACCTGGCTGTCAATGCT

alclofv]eclclalv]s]v]clr]ala]lrly]v]alalolro]r]cla]v
laleclalal]o]la]lelz]r]e]alD]r]rR]Gc]D]L]Aa]vVv]N]A

GTGAGTAGCCACAACTTTGCCATCCACAAGGGGCAGGTCCTGGGGAATCCCTTGTAAAGGATGAGATGGGAGGGATGGGCT
CTGGGTGATGTAGGGAGAGAGATGGAGACAGAGGCAGAGAGAGAGGCTGGAGCCAGGAACACAGCCACCATAGGAGGGTCA
GGATGAAAGGAGCAATGATACCAGAGCAAAGCAGGATGCAGACAGACTGCTGGCTTCTTCCACCCTGACCGTCGTGCAGGA
AGAGCCTCATCCAGGTTTCTGTTGGACTCAACGCCTACATTACAGTGAAGACAGGGCTATACCTCAGCAGGGGTTGGTGTC
CCGAGCAGACATGCTTTCCAAGCTGCGGGGAGCCTTGGAGTGATCATCACAGGGTTCTCAAGAGAGAAGAGGGGCCCAGCA
TTTCTTCTGCTTTGAGGGTTTGCAGGTCCCGTGGCAGGTGCTCCTTACAGGCCAGGCACGGACACACCACAGCCCTGCAAG
CAGCAATGGGCATACTCACTTCTCCAAACCTTGAGGAGGTCCCCGGAGCCCATAAGCTGGCTGCTGATTACATGATACAGG
CGCTAACTGGGCCCCGTGGGCCCTTTGGGAGCTGAGGGTGGTGCCACAGTCCCTTCCCCCATGTCCCACCCACTTCCCCTC
TCAAGTCTGTGTGGGCCCTGTGAATCCAAGGCCCATGAATGTGGAGGAATGACCTGTGCCCCCAACAGATCAACACTCACT
CTGTACCCCCATCCTAAGCCAGGACAGTGAGTGCCTCTTTTGTGCTTGTTTCCGGTAGTTCCCGGCCTTTTCCATCCTTGA
GCCACTGGACAAGAGTCCTGATGTCTTTGATGAGTCCCGCACAATCTCTGTGGGCGCCCCCTTCTCTGCACAAGTGGCCCT
TCCTCATCTGTGGGACAGAGGTATCCCAATTAGGGAACTTCTCTGCTTTGTTTTGTTTTGTTTTTGAGATGGAGTCTCACT
CTATTGCCCAGGCTGGAGTGCAATGGTACAATCTCAACTCACTGCAACCTCCACCTCAGGCCATTCTCTTGCCTCAGCCTC
CCATGGGATTACACGCCTGTAATCCCAGCTAATTTTTGTATTTTTAGTAGAGACAGGACTCGCCACGTTGGTAAGGCTGGT
TTCAAACTCCTAACCTCAAGTGATCCACCCGCCTCAGCCTCCCAAAGTGCTGGAATTACAGGCATGAGCCACCACACCCAG
CCTCTGTTCTTTAAAGAGGAAAATATGACAAGGCTGGGGGCCAGGGGCCAAGGAAAGGCTAGGTGGGCAAGCAGAGGAGTG
GGCTCATTTCCTCTGAGAACAAAATTAGTTCAGTTTGCAGCAAGAAGAGGTCCAGTTAGACTGAAAAAGGAACTTCCTGAG
AGCATGACCAGGAAGTCCTTCTCTAATAGCAGGGCACTGGGAGTGAAAGGCCATGGGAAACATGCAGTCCTCCTCCTCCAT
CATTTCACAACTGACTGGGGCCCTCAGAAGAGAAAGGTCTGGGAGGGCTCCTCCATGCCACTTCTCAGCATTTACCACCTT
GAGGACCTGGGGAGAACCCTGCCTGGATGGAATGGGGCAGTGGTGGGACCAACTTGCTCTGAGGCTAAGGAGAGCCAGATG
ACCCTCAAGACAATCCCAAGTGTCCTTTGAGGACACTGAGAGCCAGCCTGGCCACCAGGAAGTTAATCATTGACATGCACC
TGCCCTGTGCCAGGCCAGCTATCATCTCATCATTGGTACAACGCTATAAGGGAAATTCTGTGGTTCCCCCTATGGTGAGTG
GCAAATTGAGGCTCAACAGCAATTGATCAAAGTCACAG



AACCAATATGTCATTTCTAGTCCTCCCACAGTCCTCCAGAATCCATTTTCTTATCCCATTTCACAGAAGGAGAAACTGAGG
CCAAATTAAGTAGTCCCATGGCAAGTCAGAGGCCTCCAAAGTGTCTGCTTCCAAAGCTCTTTTCACTGTCCTCTAGAGACT
CTGCATTGGACAACAATAGGAGGGATTGAGGTTAGACCCTAGAGAGACCCAAGGGTTCTGACCTGATGTCTCGGACCCAGG
GGTGGGGGTTCAGGGCCTGGAGAAAGAGCGTGGGAGCTGAGAGCTGTCACTGTTCCACCCAGTGCAGTGCCCAGCCCCAGA
AGGCAGGGTGTAGGGTACAGGGTGACAAAACCCAAGGAGAAATCCAGTGCTGGGTGCGGCCCAGTTATGAAATCACCTCTT
TACTCAGCCCCGAGTTCTCTCCTTACCCAAGGCAGGGTCTGCTGAGACCATGGGCAGCCTACATGGGTGTGGAGGCATTGT
CCAACACAGCTCCAGGGCCCTTACCCCAACCTCCATAGGATGTGCAGGGAGCAAACTAACAGGGCAAACCTGAGGCCTGAA
AGGCAGTGGGGAATAGACAAGGGTTAGGGAAAGAGGTAGATTCCGGACTCATAGCGGAAAGGGGCACACTAGGACTGTCCC
CCAGACCCAAGTCCCTAGACCCTGTCTCTGGGAGCCATTTAACCTCAGGAAGAAAGACCACAGGCCTCTCATTGCACCAAG
GTCTGATGGTCTACAGACAGAGGAAGGTCTTCCTGCTAACCGGCCCAAAGCTTCCTGAGGCAGTTGAAACCTCTTCCCTTC
TTGTTCTTTGGGAAACAGAAATTCCGGATCTCAGCATTCTTTTCCTCTCATACTGCAGGCTCCCAGCCTCAGGCCCCAATC
TAATGGGCTACAGAGTCAGTTTTGCTACCTCTGGCGGGGGGACCATGGGCATCCTGGGGGATCAGGGGCTGCCTTTGGGCC
AGGGCCCAGGAAGAAGGGATCAGTCGTTGCAGCTAAGGCGTCTGGCAAGCCCAGGTGTTCCGGCTCCCAGCCCAGAGGCCC
CCTGGTGCCTCGACTGCAGGTGGACAGGAAGATGGAGCCAGAGAGGAAAGTGGGCTCAGTGTTCCCCTACCCGCCTCTTCT
CTGTCCCCAG

CTCAGCAACAGCACGACGGCTGGCCAGGCGGTGACTAGTGGAGCTCTTCCTGACACTGCGC CAGCTGGTGCTCTGC

ATCTTCTCCACCGATGAGCGCCGCGGAGAGAACCCGGGCAC

Lefsin]sfrfrlajelojalvir]v]efr]r]o]rfr]jolt]viricO

ra]s[]r[E]lr[E]cs[E]v[2]cs [T

TRANSLOKACE AMINOKYSELINY ALANINU V REFERECNI SEKVENACI ZA
THRYPTOFAN !!!!

CCCTGCTCTCTCCATAGGCTTCTCCGTGGCCCTGGGCCACCTCCTTGGGGTAGGTCATGGCCATGGGTTCCAGCCTCCCTG
GAGGAACAGACACACAGACCACTCCAGAGACAGACACAGAGACCCCAAGAGGGACACAT

Orlafrls]rlclrls]v]alrfclals]r[c]

ACACAGAACTCTCAAGAGGAACAGACACCCCAGAGGTTTGACTCCTAGATACCCCAGAGGGACAGATATCACTCCAGCCCA
TCTGTAAATAAAACGTGATGTTAATTGTCCATCACGTGGGTTCCCTTTAGGCTGAGGTCAAGCACTGCAGTGCGGGACAAG
GACTTCCTGCCCTGTCCTCACCTCCCTTCTCTCTTTGATGCCCTCCTCCCACTGCAGATCCATTACACCGGCTGCTCTATG
AATCCTGCCCGCTCCCTGGCTCCAGCTGTCGTCACTG

rfajyfrjefclsufn]rfalrIs[Tfalpfa]v]v][T]

GCAAATTTGATGACCACTGGGTAATGGCTGAAACCCCCTGCCCTCCCCTTCTCTAGAAACCCATTTTAGAGGGAGAACAAG
AGCTGGAATAGCATGGGATGGGGGCTCAGCAGCGGTACCCCAAACCCTCCACACTCCTC

Glk|F|D|D]H]|W
CTGGTCCTGGGGAGCCTTGGGTTCCACCCCTCAGATCTGATGCCARAGACTCAGTTTCCACGTCTGTGAATGAGGATGACA
ACAGCTTACCTCACTGGCTTCTTGGGAACAGTAAGTGAGGTTACCGGTGTAACCCAGATAATGCAGTGTCTGGCACTTAGA
ACTCTATAAGTGGTAGTATTTAGCACTTATCTGGTGCTTAGTATGTGGTGAGCCTTGTTCTGAGTGCTTTGCAAACATTAA
CTCAGTTTTCACAACCACCCCAGGAGGTAGACATTCTTAGAGTGAAAGGCACAGAGAGGGTAAGTAACTTGTTGAAGTGCA
CACAGCACTTAAGTGGTGGAATCAGGACACACACAGGCAGTGGCTTCAGAATTCGCACCCTTAACCCCGCACTGACAAGGC
TTCCCCAGCAGCTGGCGTTGTCGTTGTAATTACATAAATAAGCATTTTACTAGATTAATGTCGGGGAGGAGAGGTGCGGCC
GCAGAGTGTGCCGCCGGGGCCTGCGGGCTCCGCGTGCCGGTGCCGGCGCGGGTGCCARGCCGCCCTCTCCGCTC

GCCCCCAGGTCTTCTGGATCGGACCCCTGGTGGGCGCCATCCTGGGCTCCCTCCTCTACAACTACGTGCTGTTTCCGCCAG
CCAAGAGCCTGTCGGAGCGCCTGGCAGTGCTGAAGGGCCTGGAGCCGGACACCGATTGG

Lvlrflw]rfelelrlv]cfalrfr]c]s|]ry]n[Y]v][L]F
(elrla]lxls]cls]elrRIv]afv][i|x][c]rL][E]P[D]T[D]W

GAGGAGCGCGAGGTGCGACGGCGGCAGTCGGTGGAGCTGCACTCGCCGCAGAGCCTGCCACGGGGTACCAAGGCCTGAGGG
CCGCCAGCGGCCTCTAAGGCCCCGACGGACGCTTGTGAGGCCCGAGGCAGAAGGGCCCA
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CCCCGTCCCTCCTCTCCCGCAGGTCTGAAGTTGGCCCCCCAGCGCAGAGTAGCTGCTTCCTGGACGTGCGCGCCCAGGCCA
GTGCTGTGAGCAGGCGGGGAGGAGGCTGCCGGAGGGAGCCCTGAGCCTGGCAGGTCCCCTGCCCTGAGGCTGTGAGCAGCT
AGTGGTGGCTTCTCCAGCCTTTTTCAGGGAACTGGGAACTTAGGGGACTGAGCTGGGGAGGGAGGCAGGTGGGTGGTAAGA
GGGAAACTCTGGAGAGCCTGCACCCAGGTACTGAGTGGGGAGTGTACAGACCCCTGCCTTGGGGGTTCCGGGAATGATGCA
ACTGGTTTTACTAGTGTGCAAGTGTGTTCATCCCCAAGTTCTCTTTTGTCCTCACATGCAGAGTTGTGCATGCCCCTGAGT
GTGAACAGGTTTGCCTACGTTGGTGCAAGTGTGCATGGCTGGGGACTTCTCACTTCCCCTTGCACCCCTTCCTCCCCAACC
TGCAATAAATCCGCTTCTCCTGCAGTGGATGAGTGTGGGTGCCAGTCCTCCTCAGGAGAAGGGGAAGGGAAGGAGGCCACT
TTGAGAGGGCTGAAGGGAGGGCCTTGATTTCCAGCCGCAATCTGGCTCCTCCTGGAAAATTTCCCCCACCTGCAGCGCTGG
GCCCCAAGGCTTGCCAAGACTCATTGCTGGAGGTAGAGAGGTGTCAACCAGAGAACAGCTCCCCTAGACATGGCCTCTGGA
AAAAGGAAATCTTTGGTGGCCAAAGATTTCCTTTCTGTGGTGAGGGAGAACCTCTCCAAAGAGGAAGCAGGCATATGAGTG
CGCACGCCTTCACGTGTGTGTATGCTGTGTGTGCCCGGGACCCCCGTCTCCAGGGGTGCCCCAGACCCAGAGATTAGCCTC
CCACTTCGGCGCAGAAAACAAAAGCCCTTTGTGGGACCCGGGCCTTTGTCTTGGGTGAGGGGAGATTTGCACCTAGACACT
TCTTGAAAGGAGACACTCAGTTTCACAAGTGAGCCCTCTTGCCCAGCACACACCTATGGCTGGCTGGGCAAGGCGCTCAGG
CATGCAACCATGGGCACCAGGCAATACCCATCCATCACCCATCTCACTCTCCCCAGTCCTCAGGCAGCAGCTTTTCCACCC
CAGGAATCTCTGTTCCTTCTCTGTCTGCCTCTCCACAGCCCGTGATCCCCTGCTTCTGGCTCCTACCACTGGACAGTCATT
GTGGATAGAGCAGCCTGCTGCTCTCAGGACCAGAGAAGGGAAATGACTTCTCCAGGCAGAGGCAGATCTGAGTCTAGAACC
CAGGCTTCTAAATTTCTAGGCCAGTACTACTGCTCTCAAAAGAGATTAACTGGGATTAAGTGAGATGACGCATGTAAAGAT
GCTGTGTAAACTGTAATTCTTAATACCATTATCACGCATTACTAGAATCATTTCATTATTTCTGCTTCCTGGGGGAAGGAT
GCAGAAGGAGTCTGATGCTCAACATCCCTTACCTCCTTTCGTTGATGGCCAAAGCAAAGGAGAGTCCTGGGAGCCCACAAG
ATCCAGGCAGAAGGAGATGGGTTTGGGGCTGGCCCCATCCTGGCCCAGCCTCTTAACCTCTTCTTACCCTGAATGTGTGCC
CTATCTTTTCTCCCACCTCCTTCCTCCTACCACCCAGCCCTATCCATTCTCTCCTTCCCTCTCCAGCCTGCTGTATAAGTA
ACATGTGGGTCATACCTTGAACCCCCCTCCGCCCCCATGCTCTCTGTGGCCTCCATGCCTTCAAGACTTCTGTCTGTATCT
ATCTCACACTGCACCAAGCACCCACTGTGCACCAGGCACTAAGTCTCTAGCCTCTTTCTCCCTTCTGCTCCCATCCAAGAA
AGACAGTGTATAAGGAACATCTCTGTAATTGTGTCCCCTCTCATCTATGCTCTTTCCTGTCTTCCTTGACCAAAGCTCTCT
TTGAGGTCCAAAAAAGGCTGCCCTGGGCCATATGTGCTATGGAGAGGACTCTCCCAAACCCCCAATAGCTAGTGACAGCCA
CTTGGCCTCACTACCAGAAGAAGGGTGGAGTCAGAAACCAAAGTGACCTCCAGAGCTGTCCTCCTGGCACCTGAGTGTCCT
TGCTCTAGAGGTTCAAAGGCAGCAAGGCAGTGAGCTATGAGCCCAGCATGGATGTGTCTCAGGCACCTCATCCCCACCCCA
CCTCACCCCAACAAACTCCTCTAGAAGAAGCCAAGAATTTCTCTCTATGTCTGTTTCACTTTTTGGATTGCATCTCCCCAA
AAACTAAATGTGAAATCCCTACCATTTCTAGCCTCTATTGCCCAGATTGGAGTCAGAGGTCAAAAAAGGATTCCAAGTGAT
GGAACTCCAGGGGTGGAGGGAAATTGGCAGTTCCTGGCATCTCTTGTGTACCAGCTGCTGTGCTGGGTGCCTTGCATGCAC
GGACTTATCTGATCTTCCTCAAACTTCAGATAGGTTAGGGAAGGACAAAGGCCCCCAGCCATGAAGGGTTTTGCTATTTCC
AAAGCTTCCCCTTATCGTCCCCTGTGATTATCTCCCAACCCCGTGACAAAGGTAGAGCAAATATTGTTCTTCCCATTTTAC
AGATTCAGAAACCAAGGCTAAGGGACTGGTCTAAAGTCTCACAGGTAGTATATGGTGGAGCCAACACTTGAACTCAGACCT
TTTTACACAAAATCCCATGATTTTTCCACTGAGACAAATCCTAGGCTCCTGGGAGGCCCTGGCAGAAGCCAGAACACATGG
CTGGGCCTTTCCAGCCCAACCCACTGTCTTGCAGTGGACGGAGAGCCTTGGCGAGGGCAGCAGGGTAGAGAGGACAAAGAA
TGTGGGGCTGGTTTCTGCCCTTTAAGAGCACCCGGTCAGTCAGAGAACAGAGATCACACACACCAAACCAGACAGAGGCAG
GGCAGCATGGAGACAGGTAGACAGACCTCCAGGTCCCTAAGCTGGGGACAGAGAAGGTTCTGAGCTGTCCCATACTCCCAC
TTTGTGCCAAATGACTTTGCACCTGCAAATGGTGCTTCAATGTCGTTTTGTATCTTTAAGCTGTGATGTTGTATATATACA
ATGCCTCCCAGCTAGACTGTAAGCCCTTTGGGGACAAGGGCTGCTTCCAGTTCTTGGATGGCGTTCTCCTATCTACCTTCC
TTCAACTGCTCTGCATATAATAAGCACTCAATAAATGCTCATTTGCCAATAAGTACTGTTTCTTCCACAACTTGGCAGTGG
TAATAGAAATACAGCCCAAGGTACCAGAAGACAGGCGGAGCTCCCTACCACTTCTACCCCAGCCCTCAACTTCTCCCAGGG
AACTCAGAAGTCCCCATATCAGGAGAGGAGGGGAAGGGCTCTCCCTAAGACATTCAAATTCCCCCTGCCACAAATGGGGAG
ACCCATCACTCAGCTCACAAAGGTCCCGGGCATTCCTCTGGAGCTGCCAGGGCAGGGCCTGAGTGCTTGGGCAAAGAGAAT
TCCGAGACATAATGGGA




