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Aktualni téma

Sekvenovani lidského genomu -
technologie nové generace
aneb budeme rutinné sekvenovat lidské

genomy?

Pospisilova S, Tichy B, Mayer J.
Fakultni nemocnice Brno a LF MU, Interni hematoonkologicka klinika,
Centrum molekularni biologie a genové terapie

SOUHRN

Sekvenovani DNA patfi jiz fadu let ke standardnim postupdm pfi molekularné-genetickych analyzéach biologického materialu. V medi-
ciné nachazi Siroké uplatnéni, zejména v oblasti diagnostiky dédiénych chorob a nadorovych onemocnéni, pficemz rozvoj DNA dia-
gnostiky byl vyznamné podporen zverejnénim sekvence lidského genomu v roce 2001. V poslednich nékolika letech dochazi k rychlé-
mu technologickému rozvoji novych sekvenacnich technologii, ktery umoznil vznik sekvenatori nové generace (,tzv. New Generation
Sequencing®). Nové technologie zalozené na principu masivniho paralelniho sekvenovani (napf. Roche/454, lllumina Genome Ana-
lyzer lIx, Life Technologies SOLID 3 a dal$i) umozriuji zasadni navyseni kapacity sekvenatord a vyrazné snizeni ceny. Tento vyznam-
ny technologicky pokrok umoznil rozvoj celogenomového sekvenovani véetné analyz individualnich lidskych genoml a nastartoval
rozvoj personalni genomiky. Prvni osekvenované individualni lidské genomy patfily vyznamnym genetikim J. C. Venterovi (2007)
a J. D. Watsonovi (2008), avSak rychle nasledovaly sekvenacni analyzy dalSich jedincl z rGznych etnik, které pfinesly podstatné infor-
mace o interpersonalnich rozdilech ve struktufe genomu (byly napf. charakterizovany nukleotidové polymorfismy, delece a amplifika-
ce Usekdl DNA). Prvni vyznamné aplikovatelné vysledky jiz pfineslo sekvenovani genomd nadorovych bunék, napf. akutni myeloidni
leukémie. Ackoli v souasné dobé jesté nejsme schopni interpretovat vyznam vSech detekovanych variant genomu, znamena moz-
nost sekvenovani individuélnich lidskych genomu zésadni zlom v DNA diagnostice i celé medicing.

Kliéova slova: genom, DNA, sekvenovani, sekvenovani nové generace.

SUMMARY

Pospisilova S, Tichy B, Mayer J. Human genome sequencing — next generation technology or will the routine
sequencing of human genome be possible?

DNA sequencing has become a standard method widely used in molecular genetic analysis of biological materials. Its use in medici-
ne is widespread, especially in diagnostics of inherited disorders and cancer related diseases. Development of DNA diagnostics has
been strongly accelerated by publication of the human genome sequence in 2001. During the last few years one can observe rapid
development of novel sequencing technologies, which have led to the introduction of so called ,New Generation Sequencing®. These
new technologies based on principles of massive parallel sequencing (e.g. Roche/454, lllumina Genome Analyzer llIx, Life Technolo-
gies SOLID 3 and others) enable a massive increase of sequencing capacity and in parallel also a fundamental decrease of costs.
This major technological breakthrough allowed development of the whole-genome sequencing including analyses of individual human
genomes. It also started the era of personal genomics. The first sequenced individual human genomes belonged to famous geneti-
cists J. C. Venter (2007) and J. D. Watson (2008), but they were rapidly followed by sequencing analyses of other individuals from
various ethnic groups. These studies brought substantial information about interpersonal differences in genome structure (through cha-
racterization of nucleotide polymorphisms, DNA deletions and amplifications etc.). Sequencing of cancer cell genomes, e.g. acute
myeloid leukemia has already brought first important clinically relevant results. Although cumently we are still unable to interpret the
relevance of all detected genome variants, it is obvious, that the possibility to sequence individual human genomes represents a fun-
damental breakthrough not only in DNA diagnostics but also in clinical medicine.
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VYVOJ METODICKYCH PRISTUPU
K SEKVENOVANI GENOMU

Lidsky genom reprezentovany molekulami DNA rozdéle-
nymi do 46 chromozom0 (22 parl autozoml a jednoho
paru gonozomu) ma velikost 3,2 miliardy nukleotidd (tj.
3200 Mb = megabazi) a celkové obsahuje pfiblizné 25 000
genu. Kodujici oblasti, dominantné tvofené exony struktur-
nich gend, zaujimaji zhruba 1,5 % genomu. Zbytek geno-
mu tvofi introny, pseudogeny, mobilni elementy, repetitivni
sekvence a dalsi Useky, jejichz vyznam dosud nebyl zcela
objasnén. Pro lepSi pfedstavu o velikosti lidského genomu
Ize uvést srovnani s jinymi organismy. Napfiklad velikost
genomu baktérii se pohybuje v rozmezi 0,5-10 Mb, coz
odpovida poctu cca 500-5500 genl. Samostatné Zijicim
organismem s nejmenSim genomem je Mycoplasma geni-
talium, jejiz genom ma velikost 0,58 Mb a obsahuje 470
kodujicich genl; naopak mezi organismy s nejvétSim
poctem genl (az 50 000) patfi rostliny.

Prvni pokusy o sekvenovani, tedy uréeni poradi jednot-
livych nukleotidd v DNA, byly zapocaty jiz v 60. letech
minulého stoleti, tedy jen nékolik let po objeveni struktury
DNA Jamesem Watsonem a Francisem Crickem v roce
1953. NeSlo v8ak o sekvenovani chemickou nebo enzy-
matickou cestou, ale za pomoci elektronového mikrosko-
pu (1). Priblizné o 10 let pozdéji doSlo v technologiich
sekvenovani DNA k vyznamnému metodickému posunu.
Laboratof F. Sangera (2) zavedla a publikovala DNA
sekvenacni metodu vyuzivajici tzv. ,2’,3’-dideoxy-“ analo-
gy normalnich stavebnich jednotek deoxynukleosid-trifos-
fatd, které plsobi jako specifické inhibitory DNA polyme-
razy. Prvnim takto osekvenovenym genomem byl
bakteriofag phiX174 (3). Alternativni techniku DNA sekve-
novani na principu chemickych reakci §tépicich terminalné
znaCené baze s naslednou elektroforézou znac¢enych DNA
fragmentd v polyakrylamidovém gelu zavedli A. Maxam
a W. Gilbert (4). Nové sekvenac¢ni technologie byly zpo-
Catku schopny precist v jednom béhu pouze asi 100 bazi,
jejich postupnym zdokonalovanim, napfiklad automatizaci
detekce fluorescentné znacenych molekul (5, 6) nebo
zavadénim kapilarnich sekvenatorl (7) je v soucasnosti
standardné dosahovano pfec¢teni az 1000 bazi v jednom
béhu. Tyto zdokonalené techniky umoznily rutinné vyuzi-
vat sekvenovani pro analyzy fragmentd DNA (napf. pro-
duktd PCR reakci), a staly se tak béznou diagnostickou
metodou v medicinské praxi; sekvenovani celych genoma
vSak bylo stale velmi zdlouhavé a ¢asové i finan¢né naroc-
né. Prvni kompletni genomy — genom bakterie Haemophi-
lus influenzae nasledovany genomem Mycoplasma genita-
lium byly osekvenovany v roce 1995 v ,The Institute for
Genomic Research” (TIGR) zalozeném C. Venterem (8).
Za ucelem komercéniho vyuziti sekvenacnich technologii
v roce 1998 vznikla spole¢nost ,Celera Genomics”, ktera
opét pod vedenim C. Ventera pokracovala v genomovém

sekvenovani — napf. sekvence mouchy octomilky byla
publikovana v roce 2000 (9). Pouzité technologie vycha-
zely z metodického pfistupu F. Sangera vyuzivajiciho
dideoxynukleotid-trifosfaty (ddNTPs), avSak byly doplnény
o pristupy umoznujici provést analyzy delSich usekd DNA.
Jednou z moznosti bylo tzv. ,shotgun® sekvenovani (10),
kdy byla analyzovana DNA nahodné nastépena na kratké
useky, ty byly klonovany do vektoru a po té sekvenovany
z obou koncl za vzniku tzv. ,mate pairs®. Ziskané Useky
se vzajemné prekryvaly, coz umoznilo sestaveni celé
sekvence. Pro kazdy segment bylo nutno ziskat nékolik
nezavislych ¢teni, které definovaly tzv. pokryti sekvence
(,sequence coverage®).

Dlouho ocekavaného cile osekvenovani lidského geno-
mu zapocatého v roce 1990 bylo dosazeno v unoru 2001,
kdy své vysledky publikovaly sou¢asné dva tymy: VenterQiv
tym ze spoleCnosti Celera (11) a International Human
Genome Sequencing Consortium reprezentujici 20 vyzkum-
nych skupin_z USA, Velké Britanie, Japonska, Francie,
Némecka a Ciny (12), do kterého byl zapojen i J. Watson.
Vysledky tohoto mezinarodniho projektu (,Human Genome
Project”) jsou volné pristupné v databazi GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank). Vysledky obou projektt
zalozené dominantné na analyzach euchromatinovych
oblasti poskytly odhad celkového poctu lidskych gen(
(odhadnuto 26-30 tisic transkriptd kodujicich proteiny)
a nukleotidovych polymorfisml (1,4-2,1 milionu SNP, tj.
single-nucleotide polymorphism) i idaje o struktufe genomu
(1,1% exony, 24% introny, 75% intergenové oblasti). Pres-
toze zjisténé udaje musely byt v nasledujicich letech upfes-
novany a doplfiovany (v soucasné dobé predpokladame
existenci pfiblizné 4 miliond SNP a 24 tisic protein-koduji-
cich gentll), mélo zptistupnéni sekvence lidského genomu
velky vliv na dal$i rozvoj molekularné-biologickych techno-
logii a znamenalo zaCatek nové éry lidské genetiky.

Pouzité pristupy vychazejici z automatizované Sangero-
vy metody, v souCasnosti reprezentované zejména napf.
pristroji fady ABI3730XL, se vSak dostaly na maximum
kapacitnich moznosti a dalSi rozvoj sekvenovani lidskych
genomU byl podminén vznikem nové vykonnéjsi a levngjsi
technologie. Prvnim komerénim sekvenatorem nové gene-
race vyuzivajicim principu tzv. pyrosekvenovani byl systém
Roche/454 GS FLX uvedeny na trh v roce 2005. O necely
rok pozdéji nasledoval Genome Analyzer od firmy lllumina
(pGvodné nazyvany Solexa) vyuzivajici reverzibilnich ter-
minatord syntézy DNA. V Iété 2007 byl firmou Applied Bio-
systems (nyni Life Technologies) pfedstaven treti typ
sekvenatoru nazvany SOLID, coz znamena ,Sequencing
by Oligo Ligation and Detection“. Srovnani technickych
parametrd uvedenych technologii je uvedeno v tabulce 1.

Kromé zminénych, v sou¢asné dobé zfejmé nerozSire-
néjSich systém, vSak existuje i fada dalSich perspektiv-
nich technologii. Nové moznosti analyz jednotlivych mole-
kul DNA otevira sekvenator firmy Helicos Biosciences
sHeliScope Single Molecule Sequencer” dostupny od roku

Tab. 1. Srovnani sekvenacnich technologii nové generace

Roche lllumina ABI Helicos
Délka sekvenci 500 50 35
Pocet fragmentud 1000 000 120 000 000 300 000 000 800 000 000
Doba bé&hu 10 hodin 9,5 dne 12-14 dni 8 dni
GB/béh 0,5 30 28
GB/den 1,2 2,2 3,5
Mate-pairs ano ano ano
Insert v mate-pairs 3, 5,20 kb 200 b - 10 kb 600 b — 10 kb az 5 kb
Accuracy > 99 % > 99 % > 99 % > 99 %
Pocet vzork(/béh 16 16 (2x 8) 50 (2x 25)
Multiplexing 12 12 a vice (az 96) 20 ?
Celkem vzorkd/béh 192 96 (az 768) 320 ?
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Key sequence

A,B
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knihovny s
pipojenymi
adaptory

E
Umisténi kulicek
na PicoTitrePlate
(jedna kulicka na
jamku)

(pyroselweno,véni)

signalu

2008, produkt firmy Pacific Biosciences umoznujici tzv.
SMRT (Single Molecule Real Time) sekvenovani nebo tzv.
Polony sequencing technology. Lze tedy pfedpokladat, ze
rychly rozvoj sekvenaénich technologii nové generace
povede k moznostem sekvenovani lidského genomu
v cené do 1000 USD jiz dfive avizované C. Venterem
a v soucasné dobé intenzivné pfipravované napf. firmou
VisiGen Biotechnologies.

TECHNOLOGICKE PRINCIPY SEKVENOVANI
NOVE GENERACE

Technologie masivniho paralelniho sekvenovani (,next-
generation sequencing“) musi feSit dvé zasadni otazky:
fyzické oddéleni jednotlivych fragmentd nukleovych kyselin
a vlastni ¢teni sekvence. Prvni otazka je feSena emulzni
PCR nebo amplifikaci ve shlucich. Pfi emulzni PCR docha-
zi k vytvofeni tzv. mikroreaktord, v nichZ jsou uzavieny
v8echny potfebné komponenty pro PCR (nukleotidy,
enzym polymeraza, primery). Na mikrokuliCky je navazany
fragment nukleové kyseliny. P¥i emulzni PCR dochazi ke
klonalni amplifikaci — vSechny molekuly DNA vytvorené
v mikroreaktoru pochazi z jediné molekuly templatu. Druh&
otazka — Cteni sekvence — je u dostupnych zafizeni feSena
dvéma metodami: sekvenovanim syntézou (,sequencing
by synthesis“) a sekvenovanim zalozeném na ligaci (,liga-
tion based sequencing®).

Pro sekvenovani genomd je ¢asto vyuzivan jiz zminény
»,mate-pairs” pristup, ktery dovoluje ¢aste¢né odstranit pro-
blém repetitivnich sekvenci. Pfi tomto postupu jsou vytvo-
feny fragmenty DNA znamé délky, jejichz konce jsou
nasledné sekvenovany. K (re)sekvenovani kratSich useku
DNA je celkova kapacita paralelniho sekvenovani zbyte¢né
velka, a proto je v tomto pfipadé vhodné analyzovat v jed-
nom béhu vice vzorkd. To je umoznéno bud pfimo uspofa-
danim pfistroje, nebo multiplexovanim vzorkd s vyuzitim
tzv. tagl — kratkych sekvenci, které jsou soucCasti adapte-
rd. Kombinace obou pfistupl dovoluje analyzovat az néko-
lik stovek vzorkl najednou.

TECHNOLOGIE FIRMY ROCHE/454 GENOME
SEQUENCER FLX SYSTEM (obr. 1)

Jde o prvni komeréné dostupné zafizeni pro masivni
paralelni sekvenovani uvedené na trh v roce 2005. Pro
amplifikaci vzorku je vyuzivana metoda emulzni PCR, ke
Cteni sekvence je pouzito pyrosekvenovani. Sekvenaclni
reakce probiha ve specialnich destickach slozenych z 3,2
miliond jamek o prdméru 29 um. V porovnani s ostatnimi
tento systém produkuje nejdelSi celistvé sekvence (v pri-
méru 500 bazi). Na jedné destiCce je bézné sekvenovan
asi jeden milion fragmentl, béhem jednoho desetihodino-
vého béhu je tak generovano az 0,5 gigabaze. Moznosti
pristroje Genome Sequencer FLX vhodné doplriuje nova
technologie pro obohaceni vzorkd pro resekvenovani
o sekvence a oblasti, které jsou pro dany Ucel potfebné,
tzv. Sequence Capture (technologie je nyni dostupna pro
lidské vzorky). Tato technologie je zaloZzena na hybridizaci
komplementarnich sekvenci na mikroCipech s vysokou
hustotou zaznamu, odmyti nenavazané DNA a ziskani
zachycenych DNA sekvenci.

Obr. 1. Schéma sekvenovani na pristroji Roche Genome
Sequencer FLX System
(upraveno se souhlasem firmy Roche)
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Obr. 2. Schéma sekvenovani na pfistroji lllumina Genome Analyzer lIx
(upraveno se souhlasem firmy lllumina)

TECHNOLOGIE ILLUMINA GENOME
ANALYZER IIX (obr. 2)

Vyuziva metodu amplifikace ve shlucich, ke ¢teni sekven-
ci sekvenovani syntézou s detekci pomoci reverzibilné ter-
minacnich fluorescentné znacenych nukleotidl. Amplifikace
i sekvenovani probiha na stejném misté — na povrchu speci-
alni desticky (flow-cell). Fragmenty nukleovych kyselin
s adaptéry navazanymi na obou koncich jsou nahodné
zachyceny na povrchu desti¢ky, amplifikovany a sekvenova-
ny bud’ pouze z jednoho konce (single-reads), nebo z obou
koncll (paired-end reads). Béhem jednoho béhu je mozné
ziskat sekvenci az 120 miliont fragment( o délce az 2x 75
bazi (i vice), systém tedy mlze vyprodukovat az 18 gigaba-
zi béhem 9,5 dne (1,9 gigabaze/den).

TECHNOLOGIE APPLIED BIOSYSTEMS/LIFE
TECHNOLOGIES SOLID 3 (obr. 3)

K amplifikaci je pouzita metoda emulzni PCR, pro sekve-
novani metoda sekvenovani ligaci. Metoda sekvenovani liga-

ci vyuziva hybridizaci kratkych fluorescenéné znacenych
sond, které maji definovany prvni dva nukleotidy. K precteni
kompletni sekvence je zapotfebi proces hybridizace
a nasledné ligace zopakovat celkem 5x, kazda pozice
v sekvenci je pak charakterizovana dvéma fluorescenénimi
signaly, ¢imz je zajiSténa vySSi spolehlivost ureni baze.
Systém je schopen precist sekvenci az 300 miliont fragmen-
td o délce 2x 50 bazi (mate-pairs), v jednom béhu trvajicim
12—14 dni tak generuje az 30 gigabazi.

TECHNOLOGIE HELISCOPE — HELICOS
GENETIC ANALYSIS SYSTEM

Tento systém je vyjimecny v tom, Ze nevyZaduje amplifika-
ci vzorku. Metodou pro &teni sekvence je sekvenovani synté-
zou s reverzibilné terminaénimi fluorescenéné zna¢enymi nuk-
leotidy. Podobné jako u Genome Analyzeru firmy lllumina jsou
fragmenty nukleovych kyselin nejprve zachyceny na povrchu
specialniho substratu a pak pfimo sekvenovany bez predcho-
zi amplifikace. Citlivost zafizeni dovoluje detekci fluorescence
emitované jednim fluorescentné znaCenym nukleotidem.
Bézna délka ziskané sekvence je 30-35 bazi, béhem jedno-
ho béhu je analyzovano az 800 miliont fragmentl. Za osm dni
tak systém vyprodukuje az 28 gigabazi sekvence.
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Read Position | 0| 1| 2| 3| 4| 5| 6| 7| 8| |10[11]12]1914 15|16/ 1718} 16]20[1| 2125} 24| 25| 7125

1 Uni\g?rsal seq primer (n)
TITTTTTITITITITIT

2 Univerzsgal seq primer (n-1)
TITTTITITIIITITIT

3 Univer;a[ seq primer (n-2)
TTIITTTITITITIIITITIT

4 Universs'al seq primer (n-3)
TITTITTITTITIITIT

Cteni sekvence
Rimer Round

5 Univer3§al seq primer (n-4) ‘
TITTITTITTITTITITT

E

VYUZITI SEKVENACNICH TECHNOLOGII NOVE
GENERACE A JEJICH MOZNE UPLATNENI

V MEDICINE

Sekvenacni technologie nové generace schopné denné
produkovat jednim pfistrojem cca 1-2 gigabaze sekvenc-

@ Indicates positions of interrogation

Ligation Cycle [l 121 8 4 |5 6

(upraveno se souhlasem firmy Applied Biosystems)
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A Priprava knihovny

Systém SOLID pouziva dva typy knihoven
- knihovnu fragmentl nebo knihovnu
"mate-pairs" - v zavislosti na typu aplikace
a na informaci, kterou chce uZivatel
ziskat.

B. Emulzni PCR /
Obohaceni kulicek

Klonalni  amplifikace probiha v tzv.
mikroreaktorech, které obsahuji PCR
reagencie, primery a na kuli¢ku navazany
templat. Po probéhnuti emPCR jsou
vzorky obohaceny - jsou vybrany kulicky,
na kterych doSlo k extenzi templatu.
Nasledné je 3' konec amplikond
modifikovan tak, aby se mohly kovalentné
navézat na povrch desticky.

C. Naneseni kuli¢ek

Kulicky s 3" modifikovanymi amplikony jsou
naneseny na desticku, kterou je mozné
rozdélit na 1, 4 nebo 8 oblasti.

D. Sekvenovani ligaci

Primery hybridizuji s P1 adapterovou
sekvenci, kterd je nyni soucastasti
amplikond, sada fluorescenéné znacenych
dvoubézovych sond soutéZi o ligaci k
sekvenaénimu primeru. Specifita sond je
zajiSténa jejich prvni a druhou bazi.
Mnozstvi ~ cykli  ligace,  detekce
fluorescence a S$tépeni ligovanych sond
zavisi na pozadované délce prectené
sekvence. Po dosazeni pozadované délky
je nové vznikly fetézec odstranén a cely
proces se opakuje s novym sekvenacnim
primerem o jednu bazi kratSim.

E.  Cteni sekvence

Po celkem péti cyklech ligacnich reakci se
zkracujicimi se primery je mozné precist
vlastni  sekvenci. Kazda baze je
charakterizovana dvéma signaly z riiznych
cyklli - napf. baze na paté pozici je uréena
druhou sondou v druhém cyklu a tfeti
sondou v prvnim cyklu.

Obr. 3. Schéma sekvenovani na pfistroji Applied Biosystems SOLID 3

nich dat poskytuji obrovské moznosti pro rozvoj molekular-
ni mediciny. Pfestoze v sou€asnosti jsou tyto technologie
vysadou vysoce specializovanych genomickych laboratofi,
predpoklada se, ze za 5 let budou rutinné vyuzivany v bio-
medicinském vyzkumu a za 10 let i v bézné genetické dia-
gnostice. V posledni dobé byly nové technologie pouzity
v fadé projektld mapujicich prvni individualni lidské genomy
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a tyto snahy nadale intenzivné pokracuji. Prvnim konkrét-
nim vysledkem bylo publikovani pilotni analyzy 1% lidské-
ho genomu v ramci ENCODE projektu v ¢ervnu 2007 (13).
Zanedlouho potom byl pracovniky Institutu C. Ventera
v Rockville publikovan prvni tzv. individualni genom, tedy
kompletni diploidni sekvence konkrétniho ¢lovéka — Craiga
Ventera (14). S vyuzitim klasické Sangerovy ,di-deoxy”
technologie bylo identifikovano 2,81 miliardy nukleotid se
7,5 nasobnym pokrytim. Ve Venterové genomu bylo dete-
kovano 4,1 milionu variant, z toho 3,2 milionu SNP, 292
tisic malych inzerci a deleci a mnoho dalSich zmén, pfi-
¢emz 44 % téchto zmén bylo heterozygotnich. V dubnu
2008 publikoval analogické vysledky druhého kompletniho
individualniho genomu jiz s vyuzitim sekvenatord nové
generace tym odbornikl z Baylor College v Texasu, ktery
analyzoval DNA Jamese D. Watsona (15). Sekvenovani
tohoto diploidniho genomu se 7,4nasobnym pokrytim trva-
lo dva mésice a identifikovalo 3,3 milionu SNP, z nichz vice
nez 10 tisic zpUsobuje zaménu aminokyseliny v proteino-
vém produktu genu, a mize mit tedy vyznamny dopad na
fenotyp. Porovnani prvnich dvou individualnich genomu
vyznamnych genetikll Ventera a Watsona ziskanych rdzny-
mi metodickymi pfistupy ukéazalo vyznamnou shodu ziska-
nych dat a prokazalo plnou vyuzitelnost sekvenacnich
technologii nové generace. Oba genomy maji spole¢nych
1,68 milionu SNP a liSi se 7648 aminokyselinovymi zamé-
nami, které pravdépodobné vyznamné pfispivaji k fenoty-
povym rozdildm mezi obéma jedinci.

Kratce po zvefejnéni kompletnich analyz prvnich geno-
mu se zacCaly hromadit dal$i nové poznatky ziskané celo-
genomovym sekvenovanim, které ziejmé jednoznacné
znamenaji poCatek éry sekvenovani individualnich lidskych
genomU. V kvétnu 2008 byly publikovany vysledky mapo-
vani strukturni variability osmi lidskych genomi pochéazeji-
cich z Evropy (dva jedinci), Asie (dva jedinci) a Afriky (Cty-
fi jedinci z nigerského etnika Yoruba) (16); na konci roku
2008 nasledovalo zverejnéni sekvence prvniho kompletni-
ho diploidniho genomu pochézejiciho z Asie (anonymni
muz z Ciny) (17) ziskané technologiemi masivniho paralel-
niho sekvenovani s 36nasobnym pokrytim umoznujicim
detailni osekvenovani 99,97 % genomu. Soucasné se
zacaly rozvijet také analyzy genom0 specifickych pro urci-
t& onemocnéni. Typickym zastupcem téchto aktivit je mezi-
narodni Cancer Genome Project, jehoZ cilem je zmapova-
ni genoml jednotlivych typl nadorovych bunék (Cancer
Genome Atlas). Zajimavé vysledky jiz pfineslo osekveno-
vani genomu bunék akutni myeloidni leukémie (AML)
s cilem definovat nadorové specifické somatické mutace
(18). Srovnani genomu cytogeneticky normalnich AML
bunék se zdravymi koznimi burikami téhoz pacienta odha-
lilo deset gend mutovanych v AML burikach, z nichz osm
bylo nové asociovanych s AML a pouze dva jiz byly v minu-
losti popsany (FLT3 a NPM1). Pfiklad AML tedy jedno-
znacné ukazuje potencial novych sekvencnich technologii
pro hledani kandidatnich genl relevantnich pro patogene-
zi zavaznych onemocnéni i novych nadorovych markerd
vyuzitelnych v onkologické diagnostice.

Jednim z ambiciéznich aktualné probihajicich projektl
je projekt ,1000 genomes — A Deep Catalog of Human
Genetic Variation“ organizovany mezinarodnim konsorciem
s dominantnim podilem Sangerova institutu v Hinxtonu,
National Institute of Health v Bethesdé a Genomickym
institutem v Pekingu. Cilem je detailné charakterizovat
genetickou variabilitu genomid na zékladé informaci ziska-
nych sekvenovanim cca 1200 lidi z rlznych &asti svéta
a vyuzit téchto poznatkd v mediciné. Prvni vysledky pro-
jektu prezentované v prosinci 2008 charakterizovaly SNP
a tzv. ,copy number variations” (CNV) u ¢tyf jedincd. Data
ziskavana sekvenalnimi analyzami se Sestinasobnym
pokrytim jsou prlibézné aktualizovéna a elektronicky pfi-
stupna v databazich NCBI a EBI.

Rychly rozvoj sekvenacnich technologii v poslednich

letech jednozna¢né nastartoval rozvoj personalni genomi-
ky umoznujici sekvenovani individualnich genoml pro
potteby prediktivni mediciny i sekvenovani genomu patolo-
gicky zménénych lidskych bunék vyvolavajicich nadorova
a jina onemocnéni. Sekvenatory nové generace vSak
mohou byt vyuzity i pro mnoho dalSich aplikaci. Vyznamné
uplatnéni maji napfiklad v metagenomice, ktera se zabyva
genomickymi analyzami patogent a umoznuje definovat
tzv. mikrobiom Clovéka. Déle jsou tyto technologie vyuzitel-
né pro analyzy DNA-proteinovych interakci v€etné detekce
vazebnych DNA sekvenci proteind po chromatinové imu-
noprecipitaci — tzv. ,CHIP-seq“ a mohou byt velmi pfinosné
pfi hledani malych nekddujicich RNA, zejména microRNA
(19).

Sekvenovani lidského genomu je i pres dosazené uspé-
chy stale zéalezitosti velmi nakladnou, nicméné redlna cena
za sekvenci kompletniho genomu se stale vyrazné snizuje.
Pavodni rozpocet na projekt lidského genomu dokonéené-
ho v roce 2001 ¢inil 3 miliardy USD, osekvenovani Vente-
rova genomu v roce 2007 stalo ,jen“ 70 miliond USD.
V soucasné dobé je cena sekvenovani lidského genomu
klasickou Sangerovou metodou pfiblizné 10 miliona USD,
avSak pfi pouziti nové technologie Roche/454 se potfebna
finan¢ni Castka i doba potfebna k ziskani kompletni
sekvence mnohonasobné snizi (20). Pouziti dalSich tech-
nologii (lllumina Genome Analyzer, Applied Biosystems —
SOLID) umoznuje jesté dalSi redukci finanéni naro&nosti
sekvenovani a v soutasnosti se cena pohybuje v fadu sto-
vek tisic K& za genom. Velky tlak na redukci nakladd na
sekvenovani a nova technicka feseni je vyvijen v souvis-
losti s probihajicim projektem 1000 genomU a Ize pfedpo-
kladat, ze v horizontu nékolika let bude mozno sekvenovat
lidské genomy za fadové desitky tisic K&.

V souvislosti s brzkou technickou a finanéni dostupnosti
sekvenovani genomu vSak vyvstava fada otazek tykajicich
se moznosti vyuziti ziskanych informaci i etickych problé-
mu s tim spojenych. Jesté fadu let pravdépodobné nebu-
deme schopni plné interpretovat ziskana sekvenc¢ni data
a vyhodnotit relevanci zjisténého genotypu k fenotypu
jedince, navic komplikovanou faktory epigenetickymi
a environmentalnimi. Pfesto v8ak bude moznost sekveno-
vani lidskych genoml znamenat zac¢atek nové éry moleku-
larni mediciny a umozni zasadni zmény v diagnostice
zavaznych onemocnéni v¢etné onkologickych.

Zkratky
AML — akutni myeloidni leukémie
CNV — copy number variations

ddNTPs - dideoxynukleotid-trifosfaty

TIGR — The Institute for Genomic Research

SNP — single-nucleotide polymorphism

SOLID - Sequencing by Oligo Ligation and Detection
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N Zadakz.
VYZIVA V INTENZIVNI PECI

Praha: Grada Publishing, a. s. 2009;
542 s., druhé, rozsifené a aktualizova-
né vydani, format 165 x 240 mm, vaza-
né, dvoubarevné a barevna pfiloha,
cena 795 Kc¢. ISBN 978-80-247-2844-5.

Kdyz vySel v roce 2002 tento titul
poprvé, patfil k nejzadanéjSim kni-
ham. A pravem také dostal cenu na-
kladatelstvi Grada jako jeji nejuspés-
néjSi publikace tohoto roku v oblasti
mediciny.

Po Sesti letech pfipravil autor do tis-
ku 2. roz8ifené a aktualizované vydani
a nakladatelstvi Grada ji opét vydala.
Stejné jako u prvniho vydani je nutné
upozornit na jednu vyjimec¢nou skutec-
nost: Tato kniha je dilem jediného
autora. A to v soucasnosti jiz nebyva,
zvlasté u tak rozsahlych praci, obvyklé.
Svédci to nejen o mimoradné pili, ale
predevS§im i o mimoradném teoretic-
kém prehledu a obrovskych osobnich
zkuSenostech v dané problematice.

Nejprve kratka formalni srovnani:
Prvni vydani mélo 487 stran, druhé ma
témeér o 60 stran vice, ale pfitom obsah
a jeho struktura zUstaly beze zmén.
Pribyly dvé prilohy — Pfehled doporu-
Cenych postupd ESPEN (guidelines)
pro parenteralni a enterdlni vyzivu
a Pfehled dulezitych vyrobkl pro zajis-
téni perenteralni a enteralni vyzivy.

Vyziva
v intenzivni péci

2., rozsifené a aktualizované vydani

Zmény byly také provedeny v tabulko-
vé priloze.

Vlastni odborny obsah druhého
vydani zlstal rozdélen do 36 kapitol se
stejnymi nadpisy i obsahy jako ve
vydani prvnim. Nékteré maji jen mini-
malni — nékolikafadkovy — rozsah
(napf. kap. 6, 14, 19, 21, 22, 26, 27, 30,
31, 33, 34, 35 a 36) a také jejich vécny
obsah se mnohdy pfili§ nezménil.
(Ocekaval bych, ze se problematika
vyzivy v tak dynamicky se vyvijejicim
oboru, jakym je intenzivni péce, za 6 let
vyraznéji zmeéni.) Musim také upozor-
nit na nékolik formalnich (a zbytec-
nych) chyb: V celé knize je pro energii
prevazné pouzivané oznaceni jedno-
tek kcal/cal, ackoliv neni soucasti Sl,
a jen vyjimecné je pouzita zkratka kJ/J.

(302)

(CR pristoupila na Sl jiz pted vice jak
30 lety). Podobné jednotka osmolality
uvadéna v mosm/osm se ma uvadét
v mmol/mol. Také vyraz ,bikarbonat*
nepatfi rozhodné do nejmodernéjsiho
chemického nazvoslovi.

Daleko vyznamnéjs$i na kazdé kni-
ze je vSak jeji vécna — informacni
hodnota. A ta byla jiz u prvniho vyda-
ni vysoka a vysoka stéle zlstala. Za
mimoradnou vlastnost knihy povazu-
ji, ze ackoliv na jedné strané popisu-
je na pomérné vysoké urovni
i nesporné metabolické nuance, na
druhé strané pfinasi i pro praktikujici-
ho nutricionistu fadu mimofradné cen-
nych praktickych informaci, popist
a navodl. A protoze autor knihy je
dlouholety vysoko$kolsky ucitel
a zkuSeny pedagog, jsou vSechny
kapitoly pIné srozumitelné i pro —
v metabolismu — priimérné informo-
vaného Ctenare. Jesté jednu viast-
nost bych knize pfipsal: Je vybornou
ucebnici problematiky vyzivy i pro
Iékafe na pocCatku jeho specializace
nutricionisty.

Komu knihu doporuéit? VSem
lékartim, ktefi pracuji na jednotkach
intenzivni péce vsech specializaci,
pro dospélé i pro déti, klinickym
i ambulantnim nutricionistim. Nepo-
chybny uzitek z ni vSak budou mit
i Iékafi standardnich oddéleni.
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