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Aplikace novych technologii

Analyza DNA

Celogenomovy screening
Sekvence
SNP

Strukturni aberace, pocCetni aberace

Cileny screening
Sekvence
SNP



Cileny screening

Target enrichment
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Exome sequencing
VSechny exprimované geny
VétSinou vCetné nekddujicich

Hybridizace (v roztoku)

Gene enrichment
Jeden gen — napr. dediCné poruchy
PCR, hybridizace
multiplexing
Skupiny genu — napf. multifaktorialni nemoci, nadory
PCR, hybridizace
Useky genomu — strukturni aberace

hybridizace



Deep sequencing

Germinalni mutace/SNP
Heterozygot — 1:1

Mozaika — variabilni

Somatickée
Ruzny pomér zdravych/postizenych bunék

Jednotlivé subpopulace postizenych bunék (napf. nadorovych)

=> Deep sequencing
Sekvenovani s vysokym pokrytim

I max. senzitivita dana chybovosti enzymu



CMBGT - plany

a) dédicné poruchy

Casto velmi dlouhé geny
(napf. Duchenova muskularni dystrofie — dystrofin — 79 exonu, 2,4Mb, 14kb mRNA)
=> >150 sekvenci (forward + reverse)
=> 150*3€/pacient
GS Junior
75.000 reads => 500 reads/amplikon => 4-5 vzorku/béh
1.500€/béh
MiSeq
Kapacita ~1 mld. bazi =~ 3 mil. reads
Dystrofin — 14.000 bazi => ~150 reads po 100 bazich
=> 100x pokryti — 15.000 reads
=> 200 vzorku/béh
1-2.000€/béh + naklady na enrichment /(150 — 1.000€/vzorek)!

Vice genu — stejna situace



CMBGT - plany

b) leukemie/lymfomy

“kontaminace” vzorku nenadorovymi (zdravymi) burikami

klonalni evoluce nadoru

somatické mutace

=> hledame metodiku pro de novo detekci mutaci s citlivosti pod 1% bunék s aberaci
=> resequencing microarray

=> deep sequencing



CMBGT - plany

b) leukemie/lymfomy

resequencing microarray
kratké oligonukleotidy (25 bazi)
udavana citlivost az 1 %
9 genu, 120 miRNA (~ 40 kb sekvence)
110 long-range PCR

potfeba analyzovat desitky vzorkl < optimalizace algoritmu
neanalyzovatelné useky (GC, homopolymery,...)
variabilni sezitivita

faleSné pozitivni/negativni nalezy — problematické ovéreni



CMBGT - plany

b) leukemie/lymfomy

Deep sequencing

Sekvenovani s vysokym pokrytim
Enrichment?

Hybridizace

PCR

Long-range PCR, multiplex PCR
Vyhodnoceni

Vhodny SW

Statisticky model?
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