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Co delame

* Vyvoj metod a aplikovany vyzkum:
* Vv metagenomice
« v multiomice
v obrazové analyze histopatologickych preparatu

« Objevovani multimodalnich biomarkert s aplikacemi
v translacnim vyzkumu rakoviny
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Metagenomika

e Studium genomu vSech mikroorganizmu ve vzorku (pUda, voda, kulze,
stolice, ....)

* Mikroorganismus — jednobunécny organismus pozorovatelny pouze
pod mikroskopem
* Bakterie
* Viry
* Plisné
Kvasinky
Rasy a prvoci

Influenza
Virus
Anatomy

© —Neuraminidase
(Sialidase)
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Mikrobiom v nemoci i ve zdravi

Gxternifaktory:
* Strava
* Prebiotika
* Probiotika
* Antibiotika
* Nemoci
« Zivotnistyl
* Zivotni

\ prostredi

Rakovina:
Rakovina
tlustého streva
Rakovina prsu

Zdravi

Mikrobiom:
Mnozstvi’

Riznerodost
Akfivita

Metabolicka

onemochéni:
Obezita
Cukrovka

Rovnovaha

Dysbidza
( Nemoci zazivaciho \

traktu:
* Crohnova choroba,
Ulcerdzni kolitida
* Syndrom
drazdivého
tracniku

Interni fakto
Vék
Genetika
Stres
Fyziologické
procesy
Anatomicka
struktura a
fyziologie

zazivaciho trakty

ry: \

Neurologicka
onemocneéni:
Autismus
Deprese

* Potravinové alergie

* Celiakie )
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Jak se zkouma metagenom?

Markerova metagenomika
(cilené sekvencovani)

Izoluji, extrahuji a sekvenuji se amplikony
odpovidajici celym (nebo ¢astem) gen( tzv.
fylogenetickych marker( (16S rRNA, rpoB...)

Markerové geny se pouzivaji jako , druhoveé
specifické taxonomické carové kody” — rychly
odhad taxonomického slozeni.

Bacteria Archaea Eukaryota
Spirochetes Chlorofilexi Entamoebae zlt;rtli(; Animals
Gram- Methanosarcina Fungi
. positives Methanobacterium Haloarchaea
Proteobacteria Methanococcus Plants
Cyanobacteria Thermococcus Ciliates
celer
Planctomyces Thermoproteus Flagellates

Pyrodicticum

Bacteroides
Cytophaga

Trichomonads

Microsporidia
Thermotoga

Aquifex Diplomonads
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Jak se zkouma metagenom?

Markerova metagenomika
(cilené sekvencovani)

Izoluji, extrahuji a sekvenuji se amplikony
odpovidajici celym (nebo ¢astem) gen( tzv.
fylogenetickych marker( (16S rRNA, rpoB...)

Markerové geny se pouzivaji jako , druhoveé
specifické taxonomické carové kody” — rychly
odhad taxonomického slozeni.

Bacteria Archaea Eukaryota

Slime

Spirochetes Chloroflexi Entamoebae
molds

Animals

Methanosarcina Fungi

Methanobacterium

Gram-
positives

Haloarchaea

Proteobacteria Plants

Methanococcus

Thermococcus
celer
Thermoproteus
Pyrodicticum

Cyanobacteria Ciliates

Planctomyces
y Flagellates

Bacteroides
Cytophaga

Trichomonads

Microsporidia
Thermotoga

Aquifex Diplomonads

MUNI|RECETOX

Shotgun metagenomika
(celogenomoveé
sekvencovani)

Genomické fragmenty z mikrobiomu
jsou extrahovany a sekvenovany.

Poskytuje pohled na taxonomické
slozeni a funkci mikrobiomu.




Markerova metagenomika
lené sekvencovani)

extraction iir "QQN—

(

Taxonomické
slozeni

[
ﬁ?a
Sample
(e.g. water, DNA
soil, sediment,
faeces, biopsy, ...)
oTu Species Samplel |Sample2 [Sample3
1|E.coli 17 0 335
2[S.aurus 231| 11800 45
3|unknown 30 0 0

Counts of OTUs
per sample
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>seql
P R L T— DNA AATGTAGTA...
- Sequencing >seq?2
>
AACGTAGGT...
S >seq3
PCR-amplified rRNA gene
rRNA genes sequences
cluster l(e.g. >99%
sequences § ldentity)
BLAST-search 01U { —
rRNA sequence "L ——
database Operational owz{ e
<« Taxonomic
with millions Units o™ {ZZ
of taxonomically (OTUs) o, { =
classified OTU; o e
rRNA sequences OTUS{ —_—

(e.g. RDP, Silva)



PrimerScope — online nastroj pro vyber
regionu cileneho sekvencovani

* Nase vyzkumy ukazuiji, ze v pfipadé, ze chceme zjistit
taxonomické slozeni vzorku, celometagenomové
sekvencovani muze byt pfilis drahé a nékdy i nepresné
v porovnani s cilenym sekvencovanim

* Je ale nutné vybrat spravnou oblast pro cilené I
sekvencovani — tedy vybrat spravné primery

ans || » Escherichia coli

Lactobacillus Lactobacills acelotolerans

Bacteria

mmmmmmmmmm
\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
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Healthy population Healthy metabolic profile

Bee,
iy R

Co to déla:

Nastroj vezme (odhadovany)
metabolicky profil, knihovnu
mikrobialnich profil(l a odhadne
mikrobialni sloZeni, které by vedlo
k tomuto metabolickému profilu
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Mikro-Metabo dekonvoluce

Metoda k odhadovani mikrobialniho slozeni na zakladé pozadovaného metabolického profilu

Estimate desired
metagenome

Patient Metabolic profile of a patient

ﬁ%@

Vyuziti:

Najdi vSechny mikrobialni
kompozice schopné poskytnout
stejny metabolicky profil (fenotyp)

Jak cilené upravit mikrobialni
sloZeni prostredi (napf. stfevniho
mikrobiomu) k ziskani
pozadovaného metabolického
profiu?



Multimodalni bioinformatika

(a) Subtype A (b) Subtype B

Predicted
A B C D E Precision Recall

« Vypocetni patologie: hledani znaku s klinickym a
biologickym vyznamem

A 21 0.95 1.00
B 1 119 13 7 0.91 0.85
C 2 29 6 0.91 0.78
D 8 1 71 1 0.75 0.88
E 2 2 5 12 060 0.57

» Deep-learning pro analyzu obrazu v histopatologii

« Vypocetni analyza imunitni odpovédi a interakce
nador-hostitel; integrace vice proménnych

/’\?

» Nadorové mikroprostredi: *omika a zobrazovani

* Multimodalni prognostické skére: genova exprese z &P £
. o ’ 7 v s V4 v Ve, r SRV, ) ‘(’; %
a histopatologické obrazky predpovidaji preziti u 3 3

karcinomu prsu a tlustého streva

H&E FOXP3 FOXP3 Epithelia cells map
density map

« Automatizované rozpoznavani molekularnich
podtypl (KRK) z morfologickych znaku

Codeblocks clustering
A
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Individual

Multiomika

lifestyle,

. . transcripton:lics
data profile histopathology § immunoscore (m: Sﬁ%‘,’?ﬂﬁﬂﬂ)

clinical | immune

genomics by
sequencing

diet

STATISTICS Creation of representative BIOINFORMATICS/IMAGE ANALYSIS

sample groups for training and

' validation
Modeling set Validation sets

metabolomics

Quality control

Data preprocessing and metagenomics .-
normalization

Microbiome

MULTIOMICS DATA MINING

Feature correlation Subtype definition @
and similarity
Pathway analysis Ranking of
'gl" biomarker
Yy, .
candidates
Classifier design Validation

for development of

model selection and classifier  on independent datasets diagnostic tool

performance estimation; final

M U N I | R E c E T 0 X model training




Projekty v kolorektalnim karcinomu

ONCOBIOME
(EU/HORIZON 2020 - 2019-2024;
Budinska)

» stool METAGENOMICS

COLOBIOME * ImmunoScore
(CZ/GACR - 2015-2019; Budinska) a =y Leader of WP4: Multiomics data mining

» ~250 pts; hospital cohort
» stages I-IV
» well characterized clinically

RNA-Seq bulk tumor
targeted DNA seq
MICROBIOME (16S rRNA) from 3 sampling
sites (on-tumor, normal near tumor, stool)
« histopathology and IHC
 blood pre- and post-surgery

Clinical implications of
intra-tumor heterogeneity
(CZ/AZV - 2019-2022; Popovici)

e Arm 1: 20 vs 20 pts
 stage Il low risk by standard factors
e compare relapse within 6y vs no relapse
e bulk tumor + region-based transcriptomics
« histopathology + IHC
» ~160 profiles
e Arm 2: 20 vs 20 pts
« metastatic setting; anti-EGFR 1st line trtm
compare no progression 1y vs progression
primary t.: bulk tumor + region-based targeted DNA seq
+5 liver mets
histopathology + IHC
~160 profiles

Molecular portraité of morphological ,
components
(CZ/GACR - 2019-2021; Popovici)

» 100 cases from COLOBIOME
» region-based transcriptomics
o ~250 profiles
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Priklady bakalarskych a diplomovych
praci 2022

« Vliv nutrice ditéte v prvnim roce zivota na vyvoj slozeni stfevniho mikrobiomu

Dolovani asociacnich pravidel v nadorovém mikrobiomu

Asociace slozeni mikrobiomu s molekularnimi procesy nadoru kolorekta

Optimization of bioinformatic pipeline for analysis of ITS regions using lllumina technique
to determine composition and diversity of molds and yeasts in stool

|dentifikace bakterii asociovanych s hladinou imunitnich bunék z periferni krve
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