Technologie sekvenovani nové generace:
celogenomové, celoexomoveé a cilené

— hotspot — sekvenovani

Zakladni principy
sekvenovani nové generace

Sekvenovani nové generace (NGS - next ge-
neration sequencing) vykazuje oproti tradiénim
metodam pouZivanym pro detekci genomovych
variant fadu vyhod. Tradi¢ni technologie jako
Sangerovo sekvenovani, sekvenéné specific-
ka PCR nebo fluorescenéni in situ hybridizace
(FISH) jsou vZdy cilené pouze na konkrétni gen
nebo variantu. Vsouéasné dobé, kdy je v onkolo-
gii ¢asto nezbytné paralelnivySetfovani vétsiho
mnozstvi gend/variant, kladou tyto konvenéni
metody vy$si ndroky na mnozstvi biologického
materialu, ¢asto opakované biopsie a také delsi
¢as do poskytnuti vysledkd, protoZe jednotliva
vySetfeni museji byt provadéna vZidy nezavisle
na sobé&. Oproti tomu NGS umoziiuje paralelni
testovani vét§iho mnozstvi gend, pripadné celé-
ho exomu ¢i genomu, a to i od véts§iho mnozstvi
pacienti v jednom experimentu. Tento p¥istup
je spojen s niZ§imi naroky na mnozstvi vstup-
niho biologického materialu, a predevsim s re-
dukci ¢asu do poskytnuti vysledkd vySetieni,
coZ mé v onkologii zasadni vyznam.

NGS je zaloZeno na masivnim paralelnim sek-
venovani mnoha fragmentd DNA. Tato techno-
logie nékdy byva oznacovana také jako vysoko-
kapacitni sekvenovani, hluboké sekvenovani
nebo sekvenovani druhé generace. V soucas-
nosti jiz existuje fada technologii (nejéast&ji
pouzivané Illumina a Ion Torrent) umoZiujicich
diagnostickou aplikaci NGS. Nap¥i¢ vSemi plat-
formami jsou zachovany zakladni principy NGS.
Technologie NGS umoZnuje sekvenovat
DNA, a i kdyz 3 zakladni typy genomovych va-
riant - jednonukleotidové zamény (SNV), varia-
bilita v po¢tu kopii genti (CNV) a kratké inzerce
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a delece (indels) - lze identifikovat na trovni
nadorové DNA, neméné dilezité fazni geny
detekujeme pomoci analyzy nadorové RNA.
Na jednu kopii fazniho genu v nadorovém ge-
nomu totiz pFipadaji fadoveé stovky aZ tisice ko-
pii jeho RNA transkriptu. Detekei faznich gent
na trovni RNA proto ve srovnani s DNA dosahu-
jeme mnohonéasobné vyssi citlivosti. Pfed vlast-
ni sekvenaéni reakci je ov§em nezbytné provést
prepis (reverzni transkripci) nadorové RNA

do cDNA.

Prvnim krokem NGS je pFiprava vzorku DNA
pro ucely sekvenace neboli pFiprava tzv. sekve-
na¢ni knihovny. Vtomto kroku je vZdy zahrnuta
izolace DNA ze vzorku nadoru (pFipadné prepis
nadorové RNA do c¢DNA), fragmentace DNA,
navazani tzv. adaptorovych sekvenci na konce
fragmenttt DNA, coZ umozni jejich globalni na-
mnoZeni (amplifikaci), a dale jejich fixaci na so-
lidni povrch.

Nasledné, ve druhém kroku, dochazi k vlastni
sekvenaci syntézou. K imobilizovanym frag-
mentim DNA jsou komplementarné p¥ipojova-
ny jednotlivé nukleotidy (ACTG), coZ je spojeno
s emisi vZdy jiného fyzikalniho signalu zachy-
covaného detektorem.

Takto ziskané sekvence jednotlivych fragmen-
td jsou ve tfetim kroku bioinformaticky
analyzovany. V prvni fazi jsou ziskané sek-
vence prifazovany (alignment) k referenc-
nimu genomu ¢&i sekvenci povaZované za sek-
venci referen¢éni. Nasledné probiha analyza,
jejimz cilem je nalézt varianty v sekveno-
vaném vzorku DNA (variant calling), poté
anotace nalezenych variant a dale nejsloZi-
téjsi krok bioinformatické analyzy, kterym je



filtrovani nalezenych variant. Zde jsou po-
stupné eliminovany varianty podle riznych
kritérii, v prvni fazi automaticky (napriklad
dle schopnosti varianty ménit strukturu kédo-
vaného proteinu, tzv. nesynonymni varianty)
a nasledné manualné (napriklad filtrovani po-
dle klinické evidence). Cilem je zazZit seznam
nalezenych variant na takové, které jsou bio-
logicky relevantni v kontextu daného nadoro-
vého onemocnéni (drive mutace) a optimalné
také klinicky relevantni (actionable mutace)
s jasnym dopadem pro terapeutické planova-
ni. Workflow technologie sekvenovani nové ge-
nerace je shrnuto na obr. 1.

Predstavime-li si konkrétni pozici v lidském
genomu, resp. genu, nap¥. BRAF V60OE (v sek-
venci genu pro BRAF to odpovida pozici a za-
méné c. 1799T > A), pocet fragmentd DNA
ziskanych z nadorového vzorku topologicky
pokryvajicich tuto pozici urcuje, kolikrat bude
dana pozice genu v sekvenacni reakci tzv. pre-
¢tena, tedy jaka bude v dané pozici hloubka
&teni (sequencing depth), resp. jaké zde bude
pokrytineboli coverage.

Predstavme si, Ze mame biologicky vzorek
tvoFeny tisicem buné&k, ze kterych je 50 % na-
dorovych. Z téchto 500 nadorovych bunék 400
bunék vykazuje heterozygotni stav pro akti-
vaéni mutaci BRAF V600OE - to je 40 % vSech
bunék obsahuje mutacivjedné alele, tzn. 20 %
DNA ve vzorku nese mutaci. Pokud danou po-
zici pFi sekvenaci pre¢teme s hloubkou éteni
20X, teoreticky 4 z 20 ¢teni zachyti mutova-
nou alelu A, 16 z 20 ¢teni potom nemutovanou
alelu T.

Zakladni aplikace
sekvenovani nové generace

Za dvé zakladni aplikace NGS lze povazZovat
sekvenaci genomové DNA nebo jejich ¢asti
s cilem identifikovat SNV, CNV a indels a dale
sekvenaci transkriptomu, tzv. RNAseq;
technicky se jedna o sekvenaci DNA ziskané
prepisem nadorové RNA s cilem identifikovat
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pritomnost faznich gentd. Z hlediska genomo-
vé DNA lze potom sekvenovat zarode¢nou DNA
(germinalni varianty), ziskanou obvykle z peri-
fernich leukocytt ¢éi bukalniho stéru, zpravidla
pro Géely klinické genetiky, pFipadné€ DNA na-
dorovou (somatické varianty), ziskanou izolaci
ze vzorku nadorové tkané pro ucely terapeutic-
kého planovani.

Z hlediska tzv. $ife pokryti (breadth of co-
verage) neboli procenta genomu pokrytého
sekvenaéni reakci délime zakladni aplikace
NGS na celogenomové sekvenovani (WGS -
whole genome sequencing), celoexomové
sekvenovani (WES - whole exome sequen-
cing) a cilené (hotspot) sekvenovani, zalo-
Zené na pouziti tzv. sekvenaénich panelu
(srovnani v tabulce).

Celogenomové sekvenovani umoziiuje dete-
kovat vSechny typy variant nap¥i¢ celym ge-
nomem, v kédujicich (tzv. exom) i nekédujicich
oblastech, a tak umoziiuje identifikovat i nové,
d¥ive nepopsané nadorové varianty. Srovnani
zarode¢ného genomu s genomem nadorovym
poskytne skute¢né komplexni pohled na spe-
cifické zmény pritomné v nadorovém genomu.
Nicméné mnozstvi dat ziskané pomoci WGS
klade vysoké naroky na jejich interpretaci, a to
predevsim v pFipadé nahodnych potencialné
rizikovych, ale téZce interpretovatelnych na-
lezti.

pouze kddujici oblasti genomu, tedy p¥iblizné
1% z jeho celkové sekvence. Nicméné pribliz-
né 85% patogennich variant se nachazi pravé
v kdédujicich oblastech, coZ ¢inni vystupy WES
oproti WGS jednodussi z hlediska interpretace.
Nizsi 8ife pokryti WES umoziiuje oproti WGS
vétsi hloubku &teni, a tak i vy33i senzitivitu pro
zachytvariant vheterogennim vzorku nadorové
tkané. Z hlediska klinicky vyznamného infor-
macéniho obsahu WES pfredstavuje velice dob-
rou alternativu k WGS.

V soucasnosti je pro Gcely precizni onkologie
nejvice pouzivano cilené (hotspot) sekvenovani
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Aplikace NGS Popis Vyhody Nevyhody
Celogenomové stanoveni kompletni ¢ Poskytuje sekvence * Velké mnozstvi
sekvenovani (WGS) sekvence genomové kodujicich ziskanych dat klade
DNA i nekédujicich oblasti vysoké naroky
genomu na jejich interpretaci,
* Predstavuje a to predevsim
nejkomplexnéjsi v pripadé nahodnych
zptisob potencialné
charakterizace rizikovych nalez
genomové DNA e Finan¢ni a Casova
¢ Velky vyznam naro¢nost
z hlediska
translaéniho
onkologického
vyzkumu
¢ Umoznuje vypocet
mutacni naloze (TMB)
Celoexomové stanoveni sekvence * V&tSina patogennich * Neumoziuje
sekvenovani (WES) pFiblizné 1% genomové variant (85 %) lezi identifikaci variant
DNA piedstavujici v kdédujicich ¢astech v nekoédujicich
kédujici oblasti genomu oblastech genomu
* Funkéni dopady ¢ Problém s ndhodnymi
téchto variant jsou potencialné
lépe interpretaéné rizikovymi nélezy
uchopitelné
¢ Oproti WGS
umoziuje veétsi
hloubku ¢éteni
* UmoZiiuje vypocet
mutaé¢ni naloZe
(TMB)
Cilené (hotspot) stanoveni sekvence e Méné finanéné e Nejvétsi limitaci je
sekvenovani vybranych gend, a ¢asové naro¢né nizka §ife pokryti,
(sekvenaéni panely) pfipadné vybranych e Cileni na konkrétni determinovana
genomovych oblasti geny a varianty poctem
(hotspoty) umoziuje sekvenovanych
jejich snadnou gent, ktera miaze
klinickou interpretaci vést k nezachyceni
* Malé riziko potencialné klinicky
nahodnych nalezt vyznamné varianty
* Vysoka senzitivita (s rostoucim poétem
* Metodika umoznuje gent pokrytych

snadnéjsi optimalizaci
a standardizaci

ve srovnani s WGS
aWES

UmoZniuje vypocet
mutaéni naloze TMB
(pti poc¢tu gentt

na panelu > 200)

panelem tato limitace
amérné ztraci
na vyznamu)
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zaloZené na tzv. sekvenaénich panelech.
V ramci tohoto pristupu je sekvenovan pie-
dem definovany panel Fadové desitek az stovek
gent vyznamnych v nadorové biologii, pfipad-
né pro terapeutické planovani. Tento pFistup
ma oproti WGS a WES Fadu vyhod pfredevsim
ti, neZ ma WES, umoziiuje v&tsi hloubku &teni,
a tedy nejvyssi senzitivitu, coZ mize mit svij
vyznam predevsim u nddorovych biopsii s niz-
kym zastoupenim nadorovych bunék. Sekve-
na¢ni panely jsou méné finanéné nakladné,
jsou jednodussi z hlediska interpretace a ne-
vedou k ndhodnym naleztm. Z hlediska tech-
nologického umoziuji panely lepsi optimali-
zaci sekvenac¢niho protokolu a vy$si miru jeho
standardizace.

Mezi komer¢éné nabizenymi sekvenaénimi
panely se setkame s panely obsahujicimi jak
desitky, tak i stovky genti, pfiCemZ s narusta-
jicim poétem gena zaFazenych do panelu lo-
gicky nartsta také pravdépodobnost zachytu
klinicky relevantni mutace a rovnéz p¥esnost
vypodétu tzv. mutaéni naloZe nadoru - viz nife.
Na druhou stranu cilené (hotspot) sekvenovani
nikdy nepokryva viechny potencialné klinicky
relevantni genomové varianty, a pravdépodob-
nost jejich zachytu pomoci WGS a WES bude
proto vzdy vyssi. Informace o individualnich
nadorovych exomech &i genomech ma rovnéz
vyznamnou hodnotu pro translaéni vyzkum
v onkologii.

At jiz pouzijeme kteroukoliv z vySe uvedenych
aplikaci genomového sekvenovani, je mozZné
jeji vystupy pouZit pro vypocet tzv. mutacni
naloze nadoru neboli TMB (tumor mutational
burden). V ptipadé sekvenaénich paneli 1ze vy-
pocet TMB provést pouze v pFipadé, Ze panel
pokryva > 200 genti. Teprve od tohoto limitniho
poétu geni za¢ina hodnota TMB ziskana ze sek-
venaéniho panelu korelovat s TMB ziskanou po-
moci WGS a WES. TMB je definovana jako pocet
nesynonymnich (protein ménicich) mutaci na
1 Mb (na milion bazi) DNA a jeho hodnota miZe
slouzit jako citlivy ukazatel odpovédi na proti-
nadorovou imunoterapii.
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Role sekvenovani

nové generace ve fungovani
molekularné onkologické
indika¢ni komise

Pouzitim jakékoliv z vy$e uvedenych aplikaci
NGS ziskame vice ¢i méné komplexni informa-
ce o individualnim nadorovém genomu. Tyto
informace jsou pouzity jako podklad pro p¥i-
pravu detailnich vysledkovych protokoli ob-
sahujicich prehled klinicky relevantnich va-
riant a stupen klinické evidence jejich vztahu
ke konkrétnimu preparatu a 1é¢ebné odpové-
di. Takto pFipravené protokoly jsou nasledné
projednavany v kontextu celkového klinické-
ho stavu pacienta na multioborové moleku-
larné onkologické indikaéni komisi (MTB
- molecular tumor board) s cilem vytvo-
Feni individualniho terapeutického planu
zaloZzeného na biologickych vlastnostech
daného tumoru.
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