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Aplikace novych technologii

Analyza DNA

Celogenomovy screening
Sekvence
SNP

Strukturni aberace, pocetni aberace

Cileny screening
Sekvence
SNP
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Exome sequencing
VSechny exprimovane geny
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Deep sequencing

Germinalni mutace/SNP
Heterozygot — 1:1

Mozaika — variabilni

Somaticke
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 vzorku « 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? - rozdily tranzice/transverze, poziCni rozdily



RNA-Seq

Transcriptome sequencing

Single-end — kvantifikace

Paired-end — struktura transkriptd
Tag sequencing

3' tagy, kvantifikace, bez informace o strukture
Degradome sequencing

5' tagy, identifikace cill microRNA
Small RNA sequencing

MicroRNA kvantifikace i de-novo identifikace
SAGE (Serial Analysis of Gene Expression)

Konkatemery tagu, plvodné Sanger sekvenace
RIP (RNA ImmunoPrecipitation)

Imunoprecipitace, RNA vazajici proteiny



RNA-Seq

Oligo-dT vs. hexamer priming reverzni transkripce
3', ' end reprezentace
PolyA selekce vs. rRNA deplece
Zastoupeni non-polyA (non-coding) RNA
Vysoce abundantni geny
Az 75% transkriptl <— 5% exprimovanych genu
MoZnost detekce fuznich genu
Specialni algoritmy

Mapovani readl na exon-exon rozhrani



Aplikace novych technologii

Epigenomika/epigenetika

In biology, and specifically genetics, epigenetics is the study of heritable
changes in phenotype (appearance) or gene expression caused by
mechanisms other than changes in the underlying DNA sequence, hence
the name epi- (Greek: tmi- over, above) -genetics. These changes may
remain through cell divisions for the remainder of the cell's life and may
also last for multiple generations. However, there is no change in the
underlying DNA sequence of the organism;[1] instead, non-genetic factors
cause the organism's genes to behave (or "express themselves")

differently.



Epigenetika

DNA metylace
C — Met-C, sniZzena exprese

Modifikace histonu

Aktivni | neaktivni chromatin
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Metylace DNA

MeDIP - Imunoprecipitace metylované DNA
Protilatka rozpoznavajici Met-C

Pozice metylovanych useku DNA
Bisulfite treatment
Konverze C — U, Met-C se neméni

Presna identifikace jednotlivych metylovanych bazi

Néktere dedicné choroby, nadory



Metagenomika

Sekvenace mikrobialnich populaci
Informace | o nekultivovatelnych organismech
|ldentifikace novych genu, novych viastnosti

Pudni, vodni, stfevni bakterie apod.



Analyza NGS dat

Assembling — vytvoFeni kontigu
De-novo
Mapovani na referencni sekvenci
|dentifikace variant
SNP (SNV)
In/del
Strukturni aberace — chromosomy, transkripty
Kvantifikace
DNA — amplifikace/delece, mista vazby transkrip&nich faktoru

RNA — tagy, exony, transkripty



Analyza NGS dat

Integrace dat
Databaze
Protein-protein interakce
Ontologie — GO (GeneOntology), MeSH terms
TranskripCni faktory, microRNA targets
Expresni profily — GSEA, profily chemickych latek
Ruzné typy dat
ChIP + RNA + metylace + DNA copy number



Analyza NGS dat

Statisticka analyza
“klasickeé” statistické metody
T-test, ANOVA, neparametrické testy
Vicerozmérné analyzy
Clustering (HCL, k-means), PCA
KlasifikaCni algoritmy
Linearni (LDA), nelinearni (KNN)
Vazba s dalSimi informacemi (analyza anotaci)
Over-reprezentace
Sité



Aplikace novych technologii

Analyza RNA

Protein kodujici RNA

Nekodujici RNA — miRNA, snoRNA, lincRNA

Pocet = digitalni genova exprese

Sekvence, struktura — mutace, sestfihové varianty



Microarrays vs. NGS

Pro NGS neni bezpodminecné nutné znat sekvenci RNA (microRNA)

Expresni profily

Soubor exprese vSech/vybranych genu v urcité tkani (organ, nador,...)

Porovnani vzorku navzajem

Posouzeni vlivu externiho faktoru



Realné vyuZziti expresnich profill v mediciné

Omezené

Technicke i interpretacni problemy

Breast Cancer
MammaPrint (70 genu)

OncotypeDX (21 genu) — uz > 150.000 pacientek

Lymfomy
GC vs. ABC DLBCL




Vyuziti vyzkum

Integrace s dalSimi metodami
Chromatinova imunoprecipitace (ChlP)

Bioinformatika (motivy, protein-protein interakce)

Interpretace dat
UP/DOWN geny

Asociace mezi geny (transkripcni faktory, miRNA, protein-protein,...)



Priklad

Gen TP53 — protein p53

TranskripCni faktor, bunécny cyklus, apoptéza, DNA repair

Otazka:

Rozdil mezi wt a mut TP53
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