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Moderni metody analyzy genomu
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Trocha historie

Kompletni diploidni sekvence konkrétniho Cloveka Prvni individualni
- J.C. Venter genom
Sangerovo kapilarni sekvenovani

Institut J. C. Ventera

cena 100 millionti $
(Levy, S., et al. PloS Biol 2007)

James Watson Druhy
Sekvenovani nové generace individualni genom
Baylor College, Texas

Osekvenovano za 2 mésice

<1 million $
(Wheeler, D.A., et al. Nature, 2008)
Publikovani sekvence | _
Affymetrix “dSkeh”thU,;. Projekt
GeneChip 1000 genomii
- 5 1. komercné |
1. Microarray ) ‘
PCR Analyza exprese 45 gen _ p dostupny NGS

Arabidopsis sekvenator

1983 1995 1996 2001 2005 2007 2008 2010



Jarge-scale Jultra-deep®

LD ~ r

Co nejSirsi Co nejhlubsi
Exom, genom, tisic genomu Jednotlivé buriky a molekuly

Lidsky genom mozno
osekvenovat za 50
hodin a pod 1000 $

>
2015



Uskali
* [Interpretace

= Komercni ,direct-to-concumer” (DTC)
genetic testing

= Unsolicited findings™ — nevyzadane
nalezy



Variabilita

Genom (3.2 x 1092 bp, < 20 tis gend)

= Transkripce
= Posttranskripéni modifikace
= Alternativni sestfih

Transkriptom

= Translace
o Posttranslacni modifikace
= Alternativni konformace

Proteom (miliony protein)
= Dynamicky systém — odrazi momentalni stav
bunky
= Hladina proteinu Casto nekoreluje s hladinou
MRNA




Microarrays



Princip Cipovych technologii

Princip — sondy vazané na
nosny podklad

Ruzné déleni podle

o Aplikace (genotypizace; exprese RNA, proteinu; epigenetika...)
o Technologie vyroby (in situ syntéza; deponovani)
= Typu sond (umélé chromozomy — BAC, PAC; cDNA,; oligonukleotidy)

o Znaceni (fluorescence — jedno/vice-kanalove; autoradiografie,
chemiluminiscence)



Nosny podklad

Sklo

mikroskopické sklicko (25 x 75 mm)
specialni formaty
ruzné upravy povrchu — aminosilan, epoxy atd.

Nylonova nebo nitrocelulézova membrana
Plast, gel

Mikrokulicky
BeadArrays® (lllumina)
XMAP (Luminex)




Aplikace

= Analyza genomovych aberaci, genotypizace
CGH, SNP &ipy
Resekvenacni Cipy

= Epigenomika
Mapovani vazby proteinu na DNA (ChIP-on-chip)
Mapovani metylované DNA (MeDIP-chip)

= Exprese
MRNA, miRNA
Proteiny
Bunky, tkané



P==0.05

Izolace DNA
RNA,
proteindu...

Kvantifikace,
kontrola kvality

Analyza dat,
statistické
zpracovani

Cipova
analyza

Amplifikace a
znaceni

Hybridizace materialu
(RNA,proteinu...) s Pfiprava Cipu
cipem



Kvantifikace

= Nanodrop

Spektrofotometricka kvantifikace nukleovych kyselin A,q,
meéfeni Cistoty: A,gq050 (KONtaminace proteiny); A,gq250 (kontaminace org. latkami)

= Qubit

Fluorometricka kvantifikace
Specifické znaceni dsDNA, RNA, proteinu




Kontrola kvality

(R
PO H

= Elektroforéza . AR

= Bioanalyser — ,lab on a chip”

Degradace RNA, nevhodny pro gDNA
RIN — RNA integrity number — pomeér 28S a 18S rRNA

T
§

= Tapestation
Umoznuje analyzovat i gDNA

r— - ——

Agilent 2200 TapeStation System
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Cipy pro analyzu genomu

Vychozi material - genomova DNA

Detekce nebalancovanych genomovych zmen

= Amplifikace, delece - CNV - copy number variations

= Nedetekuje balancované chromozomalni translokace
o Array CGH

Detekce uniparentalni dizomie, genotypizace
- SNP &ipy

Detekce mutaci, polymorfismu
o Resekvenacni Cipy



Postup

|lzolace DNA

Kontrola kvality, stanoveni kvantity
Amplifikace — celogenomova, PCR
Fragmentace — enzymaticky
Znaceni - fluorescence
Hybridizace, odmyti

Skenovani

Analyza dat



CGH - komparativni genomova hybridizace

Kohybridizace znacené a kontrolni DNA
= panormalni metafazni chromozomy = na sondy navazané na sklicku
> klasicka CGH, HR-CGH = array CGH - ¢ipova technologie

= Metoda molekularni cytogenetiky

Patint's DMA Referens DHNA
Medscapee www.medscape.com
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Source: Am J Clin Pathol ® 2003 American Society of Clinical Pathologists, Inc.




Rozdeleni aCGH podle typu sond

= Délka a hustota pokryti DNA sond urcCuje rozliseni Cipu

= Useky genomové DNA vloZené do vektord
= YAC (Yeast Atrtificial chromosome) - 200 -1000 kb
= BAC (Bacterial Artificial chromosome) - 50—-200 kb
= PAC (Phage Atrtificial chromosome) - 75-200 kb
= Kosmidy — 30-40 kb
= RozliSeni ~ 1Mb

= cDNA-1-2kb
o Pouze genove oblasti

= HorsSi schopnost detekce jednokopiovych zmén
o Rozliseni - 1-2 kb

= QOligonukleotidy - 25-85 bazi
= RozliSeni - pod 1 kb



Platformy aCGH

= Cilené

= Analyza vybranych ,hot spot” oblasti spojenych s konkrétnim
onemocnenim

= Chromozomoveé

Interval Markers

/7 \
= Celogenomové (W B (N N T EE 8§

= Sondy rozmisténé
° rovnomerné po genomu
= v urcitych intervalech
= Tilling arrays — sondy se prekryvaji — vysoke rozliseni

Tiling Resolution

Davies et al., 2005



Kratka delece mono a bialelicka

13: 44711196-53064321, 8.35 Mb

Vysledky aCGH

izochromozom 17 delece 9p » eq e o

f
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SNP &ipy

Cipy umoznujici rozlidit nejen CNV, ale i SNP
= Sondy pro detekci CNV jako u CGH Cipu + sondy
specialné navrzené pro detekci SNP

SNP - jednonukleotidove polymorfismy

Urceni aleloveého statusu, haplotypu —-m-m=i NP

= Genotypizace, asociacni studie

Detekce uniparentalni dizomie

. .
y A4S .". b

www.marshall.edu



Uniparentalni dizomie (UPD)

CNN LOH - copy number neutral loss of heterozygozity

o Vrozend, ziskana
= Heterodisomie vs isodisomie
= Vyskytuje se u rady onemocnéni

monozomie

Normalni mutace
karyotyp trizomie




Princip SNP Cipu - Affymetrix

SNP

Genomic DNA refergnce sequence

= 25b sondy, zamena 13. ‘

nukleotidu - nejvétsi vliv na silu [ /_
vazby pri neshode

Ouartet
PMA TT SCAGTGCAAG T ACAGTAAGCT C.A
MMA TTGCAGTGCAAG A ACAGTAAGCTCA
’ m‘% TTGCAGTGCAAG G ACAGTAAGCTCA
» Jednobarevna detekce TTGCAGTGCAAG C ACAGTAAGCTCA

na Cip se hybridizuje pouze
oznacena testovana DNA




Princip SNP Cipu - lllumina

1x 50D, single base extension; pouze A/G,
A/C, T/C, TIG (dvoubarevna metoda)

2X 50D, allele specific extension

(gDNA) (gDNA)
P —— e > S——A -‘

. s ! p—(ldentical probes T*
Infinium Il r\\ ‘,,' per bead type) {\\ ——

5 & //"'  f—
o — (gDNA) pare G (gDNA)

@ Hybridize samples on BeadChip © Extend/Stain samples on
BeadChip

Infinium |

® Hybridize samples on BeadChip €@ Extend/Stain samples on
BeadChip




Princip SNP Cipu - Agilent

= 60b, SNPs pouze v mistech rozpoznavanych
restrikCnimi endonukleazami

Restriction Digestion 1
Labeling

Hybridization

|||||| T |T'"

h\ / SNP = C; UNCUT

high signal

ANl 0T Microarray
low signal
Probes




Vysledky SNP Cipu
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Vysledky SNP Cipu - genotypizace
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Vyuziti CGH, SNP Cipu

Nadorova genomika
=V nadorovych bunkach ¢asto zmény genomu — primarni i sekundarni

Klinicka genetika

o Presngjsi charakterizace mikrodele€nich syndromu

o |dentifikace genomovych zmén u pacientl s mentalni retardaci i
jinymi vrozenymi postizenimi

Prenatalni a preimplantacni diagnostika

Asociacni studie — asociace SNP i CNV s radou
onemocneni (revmatoidni artritida, diabetes,
nadorova onemocneni, psychiatricka onemocneéeni)

Evolucni studie



V 4

Resekvenacni Cipy

= Affymetrix

Stejny princip jako detekce SNP

SNP = testovany 2 varianty X resekvenovani = testovany 4
varianty

TCGGTAGCCATGAATGAGTTACTAC Probe 1 Forward
TCGGTAGCCATGCATGAGTTACTAC Probe 2 Forward
TCGGTAGCCATGGATGAGTTACTAC Probe 3 Forward
TCGGTAGCCATGTATGAGTTACTAC Probe 4 Forward

-

G
AGCCATCGGTAGATACTCAATGATG Probe 1 Reverse
AGCCATCGGTAGCTACTCAATGATG Probe 2 Reverse
AGCCATCGGTAGGTACTCAATGATG Probe 3 Reverse
AGCCATCGGTAGTTACTCAATGATG Probe 4 Reverse

Genomic Sequence of interest




Resekvenacni Cipy

= APEX

= Arrayed Primer EXtension

= Prodlouzeni sondy o jeden nukleotid komplementarni ke
vzorku

o 4-parevna technologie — nutné specialni vybaveni




Resekvenacni Cipy — hudba minulosti

= Paralelni sekvenace vice oblasti
= Detekce mutaci, na ktere je Cip navrzen
= Screeningova metodika

= Custom arrays — nutno ovéfit Sangerovym sekvenovanim

= Komercne dostupne ,diagnosticke” Cipy

Roche — platforma Affymetrix
Cytochrom P450 — FDA approval, CE-IVD
P53 v testovani
Neni nutné ovérovat vysledek
Jen 1 gen, ale velmi rychlé, ,user friendly” (protokol max 2 dny)

APEX
Dostupné Cipy pro konkréetni geny + mozny vlastni design
Nutneé overit sekvenaci
Research use only



ChlIP-on-chip (Chromatin immunoprecipitation)

= Mapovani vazby proteinu na DNA

Napf. transkripCni faktory

matrix
_ genomic DNA

cross-link
and shear

)
fluorescence tag
Py

i \ /k |" - H !0

MeDIP-chip (Methyl-DNA immunoprecipitation)

Stejny princip — imunoprecipitace s protilatkou proti 5-metyl-cytosinu



' EXxpresni Cipy - princip

I I
Bunky kontrolni Bunky sledované

"Normal” Tumor

ﬁ-ﬁ_ﬁ m

RT/PCR

Label with
Fluorescent D}'H

VY

Combine
qual
Amounts

H'_.rbndlza
Ewrinrﬂarray

Microarray Technology



Historie

1987 Kulesh et al. - cDNA knihovna na papirovem filtru

Prelom 80./90. - E. Southern — In-situ syntéza
oligonukleotidu

1991 — Fodor et al. - svetlem rizena paralelni syntéza
1995 — Schena et al. - cDNA expresni microarray
1996 — lidskd cDNA microarray
1997 — celogenomova (kvasinka) o
- cDNA microarray §°
e . e
1997 — celogenomova (kvasinka) e
- oligonukleotidova microarray & :\ o

12 34567 8 9101112

& Dds
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EXxpresni Cipy - typy

= Studium exprese mRNA (mIRNA)

Exonovée (whole transcript)
Cilené — konkrétni drahy, diagnozy

= High- i1 low- density

= Sondy — kratké i dlouhé oligonukleotidy, cDNA
= SkliCka, cartridge, mikrokuliCky, membrany

= Jedno- a dvou- kanalovée



Postup

|lzolace RNA

|
Kvantita, kontrola kvality M
0 i
|

|

OK, compact RNA _ I Degradaded RNA
. | I l[L' ||,'.|
|| L L II."." . |llII

Prepis RNA
Oligo-dT priming
Kvalitni RNA
3' biased sondy
Random priming — hexa-, okta-, nona-mery
| degradovana RNA
Cely transkript

Znaceni - fluorescence

Hybridizace, odmyti e

Skenovani

Analyza dat P
Zpracovani obrazu
Normalizace

Klastrova analyza (supervised, unsupervised)
Integrace s dalSimi daty — gene ontology, genové interakce, funkcni vztahy




Vysledky

= |dentifikace genu
rozdilne exprimovanych
u konkrétnich skupin
vzorku

= QOveéreni pomoci real-
time PCR




Vyuziti
= Studium efektu stimulu na
genovou expresi
Chemikalie (napr. IéCiva)
Fyzikalni faktory (zareni) 1 RS
Gene knock-out (SiRNAm, CRISPR) [

Genova transfekce (napr.
transkripcni faktory, mutantni alely)

= Studium rozdilu mezi vzorky
Tkane a organy
Diagnozy
Studium biomarkeru — diagnosticke,
prognosticke, prediktivni




Vyuziti

= Komercne dostupné pro in vitro diagnostiku

FDA cleared / IVDMA (In Vitro Diagnostic Multivariate Index
Assays)

MammaPrint®

Stanoveni rizika metastazovani po chirurgickém odstranéni

nadoru prsu u pacientek v Casnych stadiich

= nizké riziko — hormonalni terapie X vysokeé riziko — agresivnéjsi IéCba
(chemoterapie)

70 genu
Tissue of Origin Test

|dentifikace puvodu nadoru — metastaze, nediferencované
nebo malo diferencované nadory

> 2000 genu

Rada dal3ich bez certifikace pro IVD (ColoPrint....)



Proteinove Cipy

= Expresni PRI &
= stanoveni pfitomnosti a koncentrace Pilesiaen e
proteind v komplexnich vzorcich e

- Protilatkové &ipy s

= Lyzatoveé dipy

= Antigen &ipy SRR

= Funkcéni

= studium interakce proteinu s jinymi molekulami
= proteiny, peptidy, nizkomolekularni latky, oligosacharidy, DNA



Princip proteinovych ¢ipl Tﬁ?‘l‘Y’I“X‘K
ikl R

= Vazba protilatka-antigen - mikrospot ELISA (Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay)

o Systém vyuzivajici malé mnozstvi vazané protilatky a malého
objemu vzorku je citlivejSi nez systém se stonasobné vetsim
objemem materialu

= Citlivost radové ve femtomolech - 10° molekul/ml

= Stanoveni koncentrace analytu ve vzorku
= Koncentraci pfimo odpovida mnozstvi vazaného analytu

(Ekins RP, J Pharm Biomed Anal. 1989)



Princip proteinovych Cipu

= Stovky — tisice proteinu imobilizovanych ve formé mikrospotu
na pevnem povrchu

a

a

a

membrany (polystyrenové, PVDF - polyvinyliden fluorid, nitrocelulosové)
standardni mikroskopicka skliCka
= s chemicky modifikovanym povrchem (poly-lysin, aldehydicke skupiny)
= potazena membranou
kulicky

= DetekCni metody

m]

m]

m]

m]

NejCastéji fluorescence

Enzymaticky — znaCeni alkalickou fosfatazou, kfienovou peroxidazou
Chemiluminiscence

Radioaktivita

Zvyseni signalu — znaceni biotinem — vazba na znacCeny streptavidin
Hmotnostni spektrometrie



Bead array - mikrosfery

prumér ~ 10 um (velikost lymfocytu)
polystyrenoveé nebo latexove kuliCky
,kodovany" rozdilnymi barvami nebo velikostmi

Detekce - napf. flow cytometricky
o rozpoznavani rozdilné kodovanych mikrosfer
o identifikace a kvantifikace proteint ve vzorku

Mnozstvi stanovovanych proteinu je limitovano
poctem druhu mikrosfér (~1000)
= ZnaCeni Quantum dots - teoreticky az 40 000

Moznost automatizace

Vyuziti — cilené — zejména detekce cytokinu,
ale napf. i detekce fuznich proteinu a
onkoproteinu

Luminex xXMAP™ - otevieny systém




Cipy pro stanoveni antigent

Protilatkové Cipy

= Primy format (FPA- forward phase
arrays)

= Na povrchu spotované protilatky

= |nkubace se vzorkem

VAN

Pfimé znaceni Sendvic¢ova metoda

. &
Moznost . S X X0 j‘)k‘" %;!j Vyssi citlivost
dvoubarevné " Y Tf [ a specifita
detekce Xiaobo et al. 2010
= Detekce stovek antigenu ve vzorku

= Expresni profilovani — ,large-scale”
monitorovani proteinove exprese

= Cilené na urcité bunécné procesy
(bunécny cyklus, cytokiny...)

Lyzatove Cipy
Zpetny format (RPA — reverse phase
arrays)

Na povrchu spotované vzorky
(proteinove, tkanove lyzaty, sérum)

Inkubace se specifickymi znacenymi
protilatkami

I

. W

Xiaobo et al. 2010

Srovnani exprese az desitek antigenu
u stovek ruznych vzorku

Nevyhoda — mala hustota

studovanych molekul ve spotu

— pre-frakcionace pomoci 2D kapalinové
chromatografie



Cipy pro stanoveni protilatek

Antigen Cipy
= Na povrchu spotované znameé antigeny
o syntetické proteiny, peptidy
= |Inkubace se sérem obsahujicim studované protilatky
= Detekce pritomnosti protilatek ve vzorku, nejcasteji v seru

|

Xiaobo et al. 2010




Bunecne Cipy
= Primy format
o Spotované protilatky
= |nkubace s bunécCnou suspenzi

« TransfekCni Cipy“ - bunky rostou na povrchu Cipu s
naspotovanou cDNA
= Béhem rustu pfijmou cDNA
« Cip se spoty bun&k exprimujicich r(izné cizorodé proteiny

= Detekce o= O
= Primo mikroskopicky na sklicku £
- Dal$i charakterizace zna¢enymi protilatkami i ,E;
=8



Varianta RPA Cipu (zpétny format)

Spotuji se cele vzorky tkani napr.
bioptickych

Inkubace se znacenymi protilatkami
Velikost spotu 0,6 - 2mm
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Funkcni Cipy

Studium interakce s jinymi molekulami

= |nkubace s jinymi proteiny, DNA, malymi molekulami
(oligosacharidy, terapeutika, ...)

Studium posttranslacnich modifikaci
Studium enzymaticke aktivity
Studium kofaktoru a inhibitoru
Studium interakci ligand-receptor

e ude

protein - DNA protein - protein enzym - substrat



Spotovany nativni proteiny
Potreba zachovani struktury a biologicke aktivity

Nespecificka vazba primo na povrch
= Adsorpce

= Kovalentni vazba pfirozenych chemickych skupin proteinu na upraveny povrch
o Aktivni ¢ast proteinu muze byt schovana, problém zachovani konformace

Chemoselektivni vazba — pripojeni chemickeé skupiny na
definovanou pozici proteinu — specificka reakce s

komplementarni chemickou skupinou na povrchu sklicka
= QOrientovana pozice na sklicku

Imobilizace pres specificky rekombinantni tag
o Zachovani orientace, konformace, funguje jako ,spacer”




DalSi typy funkénich Cipu

Domenoveé Cipy
o Spotovany pouze jednotlivée domény proteinu
= Pochopeni protein-proteinovych interakci

Peptidove Cipy
o |nkubace s proteiny, DNA, malymi molekulami (oligosacharidy,
terapeutika, ...)

Cipy s chemickymi knihovnami
= |nkubace s proteiny (enzymy, receptory...)

o Studium inhibitoru, studium ligand-receptorovych interakci-
vyhledavani terapeutik



Typ Cipu Molekuly Stanovované Inkubace Pocet Pouziti
imobilizované molekuly spotu
na ¢ipu
expresni | protilatkové zname antigeny neznamy > 1000 | proteinové
(pFmy protilatky v_zorel'< - profilovani
format) proteinovy lyzéat
lyzatove neznamy antigeny zname >1000 proteinové
(zp&tny vzor_ek - protilatky profilovani
format) protelrllovy
lyzat
antigen znamé antigeny protilatky neznamy >1000 stanoveni
Cipy vzorek — pritomnosti
protilatky v protilatek v
séru séru
funkéni protein- znamé proteiny partnerské >100 studium
protein VvV nativnim, molekuly interakci
protein- funkénim stavu interagujici s proteinu
DNA, RNA nebo peptidy, proteiny S partnerskym
_ I molekulami
protein-
nizkomolek nebo nebo
ularni latky
Enzym- | emické latky proteiny

substrat




Vyuziti
= Studium biomarkeru

= |dentifikace terapeutickych cill

= Detekce autoprotilatek, studium imunitni odpovedi,
analyza alergenu



Vyuziti

In vitro diagnostika — vice nez [REEEEE
u Ostatn I’Ch typloJ éipfj Aushon ;:?,:::Fr:': cytokine l;'.'lruple:-:-

R&D system Proteome Profiler Human

= NejCasteji diagnostika Cytoine Aray Ki
a u tOI m u n Itn I’Ch O n e m OCn é n I’, Rand ox _ . . ::“j:;;:::_i;z;le'-u le Array
alerg “, BTV ! Cerebral Army

Cytokine Amray
. . . v ‘ndocri ndocrine Armray
> Diagnostika infekénich il homoncs Forcitiy Aray

O N e m O C N é N I’ -Zx-!-f:uhn::-h-: syndrome and Metabolic Amay

seociated disorders
O Profl Iova Ni blom a rke ru ;”mmr-l-l;-:enm_g;-; and Tumor marker Arrays

O Sepse a Zénéty R T}nr-::nln:l function testing
= Neurodegenerativni onemocnéni ' ._

’ ’ v s Periodontal disease
= Nadorova onemocneni Ophtalmic array

Inflammartion ] oy E

Quansys Inflammation/acute Human chemokine/
phase protein profiling cytokine
Fertilicy hormones Human female hormone
evaluation

Fhadia Allergy ImmunoCAPE ISAC

Cretich et al., 2014



