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Moznosti aplikace NGS

*SNV (single nucleotide variant)

*InDel (kratké inzerce a delece)

Strukturalni varianty (dlouhé inzerce delece,
translokace, inverze, atp.)

*CNV (copy number variation)

*Analyza genoveé exprese

*De novo assembly

*Epigenetika

*Metagenomika
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DNA sekvenovani

*Whole genome re-sequencing
*Targeted re-sequencing
*De novo assembly



Whole genome re-sequencing

*< 1000 S (Illumina HiSeq X)
*Resekvenacni microarrays
(1 milion variant — 500 S)



Asociacni studie

*GWAS (genome-wide association study)

—hl. SNP ve spojitosti se urCitym fenotypem
—Analyza komplexnich onemocnéni, predikce,
prognoza, perzonalizovana medicina, preventivni
medicina, vyvoj |éCiv

—Case — control studie

*HapMap Project (detekce haplotypu)
*1000 genomes (SNP nad 1 %)



Targeted re-sequencing

*Sekvenovani vybrané oblasti (target

enrichment)
—exom
—chromozom
—gen
—exon

*\lyuziti multiplexovani (amplikony, vzorky)
*NizSi cena

*\/ysSi citlivost

*Diagnostika i vyzkum



Target enchrichment

*Hybridizace
—Na Cipu
—V roztoku (levnéjsi, vyssi uniformita pokryti, méné
vstupniho materialu)

*PCR (vhodna pro obohaceni mensich

genomovych oblasti — geny, skupiny genu)
—Klasicka PCR
—Mikrofluidni (Fluidigm, Raindance)



Hybridizace v roztoku

1. Add Streptavidin Coated
Magnetic Beads

*Magnet .
*Protilatky

2. Add Sequencing Sample
b
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3. Apply magnet and wash

» Target sequences bound to
beads are retained

» Unbound sequences are
remaoved

4. Strip and recover enriched sample
from beads

5. Proceed with standard sequencing
sample preparation



Deep sequencing

= sekvenovani s vysokym pokrytim
= urcity region je sekvenovan > 100x

*Senzitivita dana chybovosti enzymu

*Analyza somatickych mutaci a polyklonalnich
nadoru (detekce klonu s vyskytem < 1 %)
*Klonalni evoluce

*Solidni tumory



Zkusenosti

*Whole genome (SOLiD 5500, ABI)

*Exomové sekvenovani u CLL pacientu (SOLiID
5500, ABI)

*Panel genu u pacientu s Duchenova muskularni
dystrofie (GS Junior, Roche)

*Deep sekvenovani p53 u CLL, CML pacientu
(Miseq, lllumina)




RNA sekvenovani

*Analyza hladiny exprese
*Alternativni splicing
*Postranskripcni zmeény
*Genove fuze

*Mutace v transkriptech
*De novo assembly



RNA sekvenovani

*Transkriptomové sekvenovani
—Single end (kvantifikace)
—Paired end (struktura transkriptt)

*Tag sekvenovani
—3" tagy (kvantifikace bez informace o strukture)
—5" tagy (identifikace cild miRNA = degradome
sequencing)

*Sekvenovani kratkych RNA
—Ildentifikace a kvantifikace miRNA, tRNA



Analyza exprese

*Analyza exprese konkrétni alely (GWAS) — muze
byt rozdil od genotypu

*Mnozstvi mRNA nekoreluje s hladinou proteint
*Misto a Cas specificke

*Chybi info o intronové sekvenci (regulatorni fce)
*Narocnost bioinformatického zpracovani a
interpretace (biologicka, klinicka a regulatorni
funkce)

*Data storage, specialni algoritmy (mapovani)
*Cena



lzolace RNA

*‘'mRNA
*Oligo-dT
—3" konec
*Hexamer priming
—5" konec

‘ncRNA

*PolyA selekce vs. rRNA deplece
—Zastoupeni non-polyA (non-coding) RNA
*Podle délky z gelu (miRNA, tRNA)



lzolace mMRNA

Isolate Total RNA

Fragmentation

and/or Isolation
In this case, isolation via Poly(T)
coated magnetic beads

Poly(A) RNA molecules
bind to the Poly(T)
magnetic beads




Zkusenosti

miRNA (SOLID 5500)




Epigenomika

*Reverzibilni zmény DNA nebo histonu
ovlivAaujici genovou expresi a regulaci bez zmény
struktury DNA

*Methylace DNA (v misté promotoru)
*Modifikace histonu



Metylace DNA

*MeDIP — imunoprecipitace methylované DNA
—Protilatka rozpoznavajici Met-C
—Pozice metylovanych Usek( DNA

*Bisulfite sekvenovani
—Konverze C - U, Met-C se neméni
—Presna identifikace jednotlivych metylovanych bazi



Modifikace histonu

*Detekce DNA sekvence s navazanym histonem

@




