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5. Masivně paralelní sekvenování



Sekvenování

• Metody identifikující pořadí nukleotidů v genomu či
specifickém úseku DNA či RNA

• RNA přepsána do cDNA -> analýza

• Existují již i metody, které dokáží analyzovat nativní
RNA (Oxford Nanopore)

• Revoluce v molekulární biologii a medicíně

• Screening (biomarkery), diagnostika (mutace), hlubší
porozumění patogenezi různých onemocnění

• Masivně paralelní sekvenování - neustále se rozvíjející
se obor od 70. let 20. století
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Maxam-Gilbert sekvenování

• 1976 Allan Maxam a Walter Gilbert

• První vysoce využívaná metoda DNA sekvenování

• Pracuje s vysoce toxickými chemikáliemi

• Texchnologická náročnost zamezila využití metody pro
masivně paralelní sekvenování

A) Radioaktivní značení (32P) 5´ konce DNA

B) Chemická reakce s činidly štěpícími DNA (A+G ,G, C, C+T)

C) Gelová elektroforéza

D) Vizualizace autoradiograficky



Masivně paralelní sekvenování

https://revolugen.co.uk/



Masivně paralelní sekvenování vývoj ceny
- Momentálně lze osekvenovat lidský genom až za jenom 399USD
- Výrazný pokles ceny NGS umožnil postupnou implementaci metod NGS do zdravotnictví

Moorův zákon - empirické pravidlo o 
exponenciálním růstu výpočetního výkonu
obvodů v elektronice, které roku 1965 
vyslovil chemik a spoluzakladatel firmy
Intel Gordon Moore.

“Počet tranzistorů, které mohou být
umístěny na integrovaný obvod, se při
zachování stejné ceny zhruba každých 18 
měsíců zdvojnásobí.”

Kurz amerického dolaru vůči koruně 24.10.2023
22,98 CZK/1USD 

=> 9 169 CZK v cenové AKCI bez DPH 



Sekvenování první generace

• 1977 Frederick Sanger
• Analýza pouze jednoho úseku DNA
• Selektivní začleňování dideoxyribonukleotidů
• Nejpoužívanější metoda DNA sekvenování po následující čtyři

dekády
• Stále vysoce využívána pro specifické aplikace – dlouhé úseky DNA

(> 500 nt), mutační status pacientů, diagnostické kritéria, STR
profilování, ověření NGS výsledků

• Applied Biosystems komercionalizace

+ Nízká cena, lze identifkovat sekvence až 96 genů zaráz

- Lze sekvenovat pouze jednotlivé úseky DNA, nízká kvalita identifikace 
prvních 15-40 bazí, kvalita čtení klesá po 700-900 bazích



Sangerovo sekvenování

1) Denaturace dsDNA

2) Amplifikace analyzovaného segmentu
DNA

3) Annealing sekvenačního primeru

4) Přidání 4 roztoků – každý má jiný
terminační nukleotid (ddNTP)

5) Syntéza komplementárních řetězců až
po zařazení ddNTP

6) Denaturace dsDNA

7) Separace fragmentů pomocí GE a
analýza



Sangerovo sekvenování – příklad využití I
• pacient s hepatopatií v batolecím věku a opakovanými hypoglykémiemi, vysloveno podezření na glykogenózu

(„glycogen storage disease“)
• Celoexomové sekvenování -> nalezena varianta PHKA2 c.2470C>T/p.R824C v hemizygotním stavu (X-vázaná recesivní 

choroba)
• varianta byla verifikována metodou Sangerova sekvenování



Sangerovo sekvenování – příklad využití I
• Metodou Sangerova sekvenování a byla provedena analýza zbývajících členů rodiny
• Matka byla potvrzena jako přenašečka onemocnění , u otce a bratra nebyla varianta nalezena
• Chlapec je na antihypoglykemickém režimu v dobrém celkovém stavu, do budoucna mu tato informace může 

eventuálně posloužit při plánování rodičovství – jeho dcery mohou být přenašečkami, chlapce bude mít zdravé



Sangerovo sekvenování
– příklad využití II

Mutovaný gen IDH1 je 
diagnostickým markerem
gliomů WHO 2/3.

Mutovaný gen IDH je pozitivním
prognostickým faktorem u 
pacientů s gliomy a je spojen s 
lepším celkovým přežitím.

Unruh, D. et al, 2019 

IDH katalyzuje oxidaci
isocitrátu na 2-oxoglutarát



Sangerovo sekvenování
– příklad využití II
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Mutovaný gen IDH je pozitivním
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Weller, M., et al. EANO guidelines on the diagnosis and treatment of diffuse 
gliomas of adulthood. Nat Rev Clin Oncol 18, 170–186 (2021). 
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Kód pacienta:  KT9711 
Číslo protokolu: BB2020/13643 
Číslo FFPE bloku: 13643/20  
Obsah nád. buněk: 80 % 
Vzorek přijat:  21/12/2020 
Výsledek vydán: 08/01/2021 

Vyšetření:   Mutační analýza kodonu 132 genu IDH1 a kodonu 172 genu IDH2 u zaslaného FFPE 
vzorku 

 
     
Výsledek:       
U pacienta byla detekována mutace v kodonu R132 genu IDH1 – mutace R132C (c.394C>T), avšak nebyla 
detekována mutace v kodonu R172 genu IDH2.                                       
 
Metodika vyšetření: 
Ze zaslaného FFPE vzorku byla izolována DNA a následně byla provedena analýza kodonu 132 genu IDH1 a 
kodonu 172 genu IDH2 – amplifikace a sekvenční analýza exonu 4 genu IDH1 a IDH2. 
 
Přílohy 
Sekvence genu IDH1 hodnocená v programu Mutation Surveyor 

 
 

Sekvence genu IDH1 vydaná sekvenátorem ABI 3500xl 
TWAGTMTGGAYTTCAGAGAGCCATTATCTGCAAAAATATCCCCCGGCTTGTGAGTGGATGGGTAAAACCTATCATCATA
GGTYGTCATGCTTATGGGGATCAAGTAAGTCATGTTGGCAATAATGTGATTTTGCATGTTTTTTTTTTCWKGGCCCAAAA
ATTTCCAACTTGWATGKGTTTTATTCTTATCTTTTGGWATCTACMCCCWTTAAGCAAGGWWTRAAA 
 
 
 

 

 2 

 
Sekvence genu IDH2 hodnocená v programu Mutation Surveyor 

 
 
Sekvence genu IDH2 vydaná sekvenátorem ABI 3500xl 
CGTCTGCGAGTGCTCAGTCGGRGGGWGCCCAGGTCAGWGGATCCCCTCTCCACCCWGGCCTACCWGGTCGCCAWG
GGCGTGCCTGCCAATGGTGATGGGCTTGGTCCAGCCAGGGACTAGGCGTGGGATGTTTTTGCAGATGATGGGCTCCCG
GAAGACAGTCCCCCCCAGGATGTTCCGGATAGTTCCATTGGGACTTTTCCACATCTTCTTCAGCTTGAACTCTGTGAGGA
CAGAGATAATAGTGGTCCCACTGCAGCA 
Výstup z měření koncentrace a čistoty DNA na spektrofotometru:  

 Koncentrace [ng/µl] A260/A280 A260/A230 

1. eluce 810,6 2,00 2,22 
2. eluce 167,3 1,94 2,34 

 
Elektroforetické rozdělení PCR produktů na agarózovém gelu. 

 
Vyžádala:   MUDr. Katarína Múčková 
Zhotovila:   Mgr. Dagmar Al Tukmachi, Ing. Mgr. Michaela Ručková  
Zkontroloval a vydal:   Mgr. Jiří Šána, Ph.D., Mgr. Marek Večeřa 

 IDH1  NK1                      IDH2       NK2 

U pacienta byla zjištěna mutace v kodonu R132 genu IDH1 - mutace R132C (c.394C>T), ale
nebyla zjištěna mutace v kodonu R172 genu IDH2.

Sangerovo sekvenování
– příklad využití II

Mutovaný gen IDH1 je 
diagnostickým markerem
gliomů WHO 2/3.

Mutovaný gen IDH je pozitivním
prognostickým faktorem u 
pacientů s gliomy a je spojen s 
lepším celkovým přežitím.

Unruh, D. et al, 2019 



Sekvenování nové (druhé) generace (NGS)

• Počátek vývoje next generation sequencing (NGS)
metod v 90. letech 20. století

• Analýza mnoha molekul naráz – genom, exom,
transkriptom, etc..

• Miniaturizace a paralelizace sekvenačních technologií

• Klonální amplifikace buď emulzní PCR nebo bridge PCR

• Sekvenování syntézou či ligací

• Fragmentace dlouhých molekul na kratší úseky

• 50 až 500 bazí

• SOLiD, Roche 454, Ion Torrent, Illumina
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Applied Biosystems SOLiD

• Princip: Seq by Oligo Ligation/Detection
• Klonální amplifikace: emulzní PCR
• Ligázy jsou více selektivní než polymerázy
• Dvojité čtení bazí

+ Vysoká přesnost 99,94% - vhodné pro detekci variant a
vzácných jednonukleotidových záměn (SNP), nízká cena

- Nížší výtěžnost dat než např. Illumina, dlouhá doba
sekvenování 6-7 dní



Roche 454 
• Původně 454 Life Sciences, odkoupeno 

Roche
• Princip: vysokokapacitní 

pyrosekvenování
• Klonální amplifikace: emulzní PCR
• Prodej ukončen v roce 2017



Thermo Fisher Scientific Ion Torrent

- Princip: detekce protonu uvolněného po začlenění báze do rostoucího řetězce DNA
- Klonální amplifikace: emulzní PCR
- Různá délka čtení, pouze v módu single read
- Vhodné pro de novo sekvenování velkých genomů, doplnění ostatních NGS metod

+ Nízká cena, rychlost, malý přístroj

- Krátká délka čtení ~100-200 bazí, vyšší chybovost



Illumina

• Dříve Solexa
• Momentálně nejrozšířenější technologie masivně paralelního sekvenování
• Princip: sekvenování syntézou za pomoci reverzibilních terminátorů
• Klonální amplifikace: bridge amplification
• Stejná délka čtení
• Single nebo Pair-end read mód
• 99% přesnost



Illumina

+ vysoká přesnost

nejnižší cena za jednu osekvenovanou bázi

množství publikací využívající Illumina technologii

množství komerčně dostupných kitů pro různé aplikace

- vysoké pořizovací náklady

krátká délka čtení – max 300 bazí – pouze některé přístroje

komplikovaná de novo assembly z Illumina NGS dat

dlouhá doba sekvenování 12h až 4 dny



Illumina – příprava knihovny a 
sekvenování

• Můstková PCR umožňuje pair-end čtení
• Záznam signálu 4 nebo 2 kanálový
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Somak et. al. Next-Generation Sequencing Informatics. Archives of Pathology & Laboratory Medicine. 2016. DOI: 10.5858/arpa.2015-0507-RA

Analýza NGS dat
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NGS modifikace 
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Precizní medicína

www.foundationmedicine.cz



Precizní medicína a NGS

www.asiabiotech.com

• Nádorová onemocnění se vyznačují vysokou genetickou heterogenitou – nízká účinnost léčby
• Precizní onkologie by s využitím NGS mohla v budoucnosti výrazně zvýšit šance podání vhodné léčby vhodnému

pacientovi
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Využití NGS v onkologii

Shyr, D., Liu, Q. Next generation sequencing in cancer research and clinical application. Biol Proced Online 15, 4 (2013). https://doi.org/10.1186/1480-9222-15-4



NGS Germinální Exom – příklad využití
• U 3měsíční holčičky byl diagnostikován nádor CNS, konkrétně atypický teratoidní rhabdoidní tumor
• Vzhledem k tak nízkému věku bylo provedeno vyšetření nádorových predispozic metodou celoexomového sekvenování

s nálezem patogenní varianty SMARCB1 c.141C>A/p.Y47*
• Holčička bohužel zemřela cca do měsíce od diagnózy, nicméně měla sestru, dvojče - prezentováno jako dvojvaječné



NGS Germinální Exom – příklad využití
• Testování dvojčete, tentokrát již cíleně Sangerovou metodou

(díky již předchozí znalosti z vysokokapacitní metody jako je WES)
poukázalo na stejnou variantu genetička indikovala dovyšetření
zygozity a potvrdilo se, že se jedná o jednovaječná, ne
dvojvaječná dvojčata

• U dvojčete se okamžitě zahájilo sledování pomocí MRI a při jedné
z kontrol byl objeven rhabdoidní tumor ledviny, ještě než se stačil
klinicky manifestovat

• Holčička podstoupila resekci tumoru a je dále onkologicky léčena,
mimo jiné inhibitorem EZH2, lék byl nasazen na podkladě mutace
SMARCB1 zjištěné NGS.

• V tomto případě tedy analýza nejen přispěla k časnému
sledování, které přineslo včasnou detekci onemocnění a zahájení
léčby, ale zároveň se přinesla terapeutický cíl



NGS Genové fúze– příklad využití
• tříletá holčička s diagnostikovaným nádorem CNS, uzavřen jako difúzní středočárový gliom
• Komplexní molekulární analýza zahrnující mimo jiné vyšetření fúzních genů metodou cíleného RNA sekvenování

odhalila přítomnost fúze SPECC1L-NTRK

Before treatment initiation



NGS Genové fúze– příklad využití
• Pro pacienty se solidními nádory a NTRK fúzemi jsou schváleny léčiva ze skupiny tzv. NTRK inhibitorů, které mají velmi 

signifikantní léčebný efekt
• Holčička je více než rok léčena kombinací NTRK inhibitoru spolu s dalšími léčivy a momentálně je v radiologické remisi 

(MRI snímek je z doby roku od zahájení).
• Výsledek je velmi příznivý zejména vzhledem ke skutečnosti, že pacienti s difúzními středočárovými gliomy mají 2leté

přežití 5-10 %, tato pacientka je po cca roce a třičtvrtě v podstatě v remisi

After radiotherapy After 1 year of NTRKi + anti-PD-1



Sekvenování třetí generace generace

• Velice dlouhá délka čtení

• Přímé sekvenování jednotlivých molekul DNA bez předchozí
fragmentace

• Lze přímo detekovat modifikace bazí – metylace promoterů

• Pacific Biosciences (PacBio), Oxford Nanopore Sequencing



Oxford Nanopore

Wang, Y., Zhao, Y., Bollas, A. et al. Nanopore sequencing technology, bioinformatics and applications. Nat 
Biotechnol 39, 1348–1365 (2021). https://doi.org/10.1038/s41587-021-01108-x

• Princip: změna proudu na membráně při průchodu nukleotidů
• Analýza nativní DNA a RNA
• Real-time analýza
• Ultra-dlouhé ready 10-300 kb
• 92-97% přesnost
• Využití především pro metagenomiku, genotypizaci
• V medicíně analýza fúzních genů – BCR-ABL u chronické

myeloidní leukémie



Pacific Biosciences

www.pacbio.com

• Princip: Single Molecule Real-Time (SMRT)
• Zero Mode Waveguide (ZMW) – umožňuje sledování aktivity jedné DNA polymerázy



Nové technologie sekvenování - Nanoball sekvenování

www.rna-seqblog.com

• Princip: rolling circle replication
• Replikace DNA po malých fragmentech 
• Určení celé genomické sekvence organizmu



Nové technologie sekvenování - Single cell sekvenování

www.rna-seqblog.com

• Sekvenace transkriptomu jednotlivých buněk
• Lepší porozumění mikroprostředí
• Lepší porozumění funkci jednotlivých buněčných populací v tkání



Nové technologie sekvenování - Spatial transcriptomics

Rao, A., Barkley, D., França, G.S. et al. Exploring tissue architecture using spatial transcriptomics. Nature 596, 211–220 (2021). https://doi.org/10.1038/s41586-021-03634-9

• Identifikace genové exprese v prostorovém kontextu
• Fixace řezu tkáně a sekvenace transkriptomu jednotlivých spotů buněk
• Lepší porozumění architektuře tkání, patogenezi různých onemocnění
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Sekvenační metody - shrnutí



DĚKUJI ZA POZORNOST


