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Sangerovo sekvenovani — klasicky gel

PAGE
znaceni 3°S

Frederick Sanger
University of Cambridge
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Whole genome

Varianty NGS: analyzovana oblast

Whole-exome (1%)

PCR amplicon

Transcriptome RNA

Exon capture transcriptome

Predominant applications:
* Structural variants

Predominant applications:
» Point mutations

Predominant applications:
* Point mutations

Predominant applications:
* Cene expression

Predominant applications:
* Gene expression

* Point mutations * Copy number variation » Deletions * Gene fusions * Gene fusions
* Copy number variation * Splice variants * Splice variants
Genom Exom Amplikon Transkriptom

Simon et al., Nat Rev Drug Discovery 2013




Vyuziti NGS vedle sekvenovani

SNV = single nucleotide variants (mutace/SNP)

CNV = copy number variation (inzerce/delece)
strukturni aberace (translokace/inverze)
genova exprese (MRNA)

epigenetika (metylované oblasti)
interakce DNA-protein

analyza technologie CRISPR




Puvod nadoru: koncepcni teorie

Somatic mutation theory (SMT)
VS.
Tissue organization field theory (TOFT)

SMT:
Zakladni nastaveni bunky je klidové stadium a rakovina pfedstavuje ,unik® z tohoto
stavu.

Maligni bunka vykazuje — diky svym genetickym zménam - selektivni vyhodu ristu
oproti zdravemu protéjsku.

TOFT:
Zakladni nastaveni buriky je nekonec¢na proliferace (blbost?....mozna ne...... )

Jsou to nase tkané, kdo drzi buiky pod kontrolou (v klidu) a jejich dezorganizace
vede k ,obnové® bunééného déleni

§onnenschein and Soto, Progress Biophys Mol Biol, 2016
Smardova and Koptikova, Klinicka onkologie 2016



Celogenomové sekvenovani (WGS)

Sekvenace celé chromozomalni DNA — uplna informace o
genomu (pokryty i promotorové a regulacni sekvence)

1. De novo asembly - vyuziva prekryvu sekvenci, predpokladem
dostatecné pokryti (>10x)

2. Resekvenovani - mapovani na referen¢ni sekvenci
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,Driver® mutace
VS.
,Passenger’ mutace
71 TS/54 ONC

Driver geny: ~125

Vysoce variabilni poCet mutaci

PRINCIPY

25

V4

DARWINOVSKE SELEKCE
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Pediatric

Liquid

Adult solid tumors

Mutagens



12 biochemickych drah narusenych
u nadorovych bunéek

Interpretace WGS

99.9% vSech identifikovanych zmén
neposkytuje zadnou selekéni vyhodu

Mutabilita lidského genomu je normalni.
Nicméne normalni je takeé to, ze se télo
dokaze zbavit narusenych bunék pomoci
kontinualne probihajici apoptozy....




Zakladni ,schopnosti® nadorovych bunek

Resizting
cell death

Inducing
angiogenesis

Sustaining proliferative
signaling

Evading growth

SUppressSors

Activating Invasion

and meatastasis

Enabling replicative
immortality

Hanahann and Weinberg, Cell, 2001



Dalsi definovane znaky nadorovych bunek

Emerging Hallmarks

Deregulating cellular Avoiding immune
energetics destruction

Genome instability Tumor-promoting
and mutation ___ Inflammation

Enabling Characteristics

Hanahann and Weinberg, Cell, 2011



Exomové sekvenovani

WES = whole exome sequencing

Sekvenovani kodujicich oblasti = exom (asi 1 % genomu)

Efektivnejsi nez WGS: rychlost, cena, vyssi pokryti

Exons
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Data set
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Model vzniku a progrese nadoru

f Activated oncogenes
# [Teﬂamwﬂ

erosion
Unscheduled replication

Aberrant replication DNA damage
structu res

ATFHChI-ﬂ xf-HEAJ{ f{ ATM.l"ChILE

Growth arrest or cell death

v

Selection pressure
against early tumour progression

Bartkova et al., Nature 2005



Cilené sekvenovani

Targeted sequencing

Princip: PCR amplifikace nebo vyuziti cilenych sond

|dentifikace mutaCnich variant pod detekCnim limitem Sangerova sekuv.
(az 1% pfi vysokém pokryti — tzv. ultra-deep NGS)

Vyhodné pro sledovani klonalni evoluce nadorti

Vyhody oproti WGS / WES: rychlost, cena, méné prostoru pro skladovani
dat

Pro sekvenovani velkého poctu vzorku (screening) nebo validaci
genetickych variant v populaci




TFi zpusoby pripravy knihovny

multiplex PCR: AmpliSeq (Life Tech.) az 6144 paru primeru

single-plex PCR: Microdroplet PCR (RainDance Tech.),
Access Array System (Fluidigm)

targeted capture (cileny ,,zachyt” sondami) s naslednou
multiplex PCR: TrueSeq Amplicon (lllumina), HaloPlex (Agilent
Tech.), SeqCap EZ technology (Roche NimbleGen)
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Klinické vyuziti NGS

* Nejvhodnéjsi ,targeted capture”

« Komercni Kity:
« diagnostické kity (panely genu ruznych onemocnéni)

« nadoroveé panely (zachyt hereditarnich nadorovych
onemocneni)

« panely genu dle prani zakaznika (az pfrilis mnoho nabidek...)



Puvod rakoviny: role primé dédicnostsi
Dédi¢né nadory (vCetné zarodecnych nadorovych syndromu)
5-10% vSech pripadu rakoviny
Napr. syndrom Li-Fraumeni asociovany s mutacemi v TP53
nebo xeroderma pigmentosum zahrnujici mutace v genech
pro opravu DNA

Sporadické nadory — zbytek, puvod v somatické tkani

Genetickeé defekty jsou pfiCinou v obou pripadech;
Navic, 15-20% nadorovych onemocnéni zahrnuje infekCni agens

e.g. vysoce rizikové HPVs u karcinomu delozniho Cipku



Sekvenovani transkriptomu (RNA seq)
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ATCACALTGEGACTCCATARATTITTCT
COAMGGACCASCAGARRCGAGA NN Short sequence reads
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) |

Coding sequence = ; Analyza fuznich (driver) genu
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(Specificka) etiologie detskych leukemii

First step Second step
Initiation Translocation

to ALL/AML
Common

'

Birth| 3-15 years|
Analyza ,Guthriho karticek® Copyright © 2006 Nature Publishing Group
nebo pupecénikové krve Nature Reviews | Cancer

...U jednovajecnych dvojcat
Greaves, Nat Rev Cancer 2016



Aberantni exprese u CLL lymfocytu (RNA seq)

Ferreira et al., Genome Res 2014



|dentifikace mutaci SF3B1 u CLL:
synergie ruznych pfistupu NGS

h | . Y6230 K700E V7O1F
U2AF2 interaction | Re2sH Heez2D
SF3B14 interaction § Ne2gy 1663| KEesE

HEAT domain ]

Quesada et al., Nat Genet 2011



NGS a epigenetika (metylace DNA)

« Epigenetické umlceni tumor-supresorovych genu
(metylace promotoru)

* Globalni (celogenomova) hypometylace

Bisulfitova konverze + NGS:
« konverze C —»U, Met-C se neméni
«  presna identifikace jednotlivych metylovanych bazi
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Chromatinova imuno-precipitace (ChlIP-Seq)

Sledovani interakci mezi

I N proteiny, DNA a RNA —
nucleds vazebna mista pro TF, histony,
ATGGOOGCCATGOCGGCAACCACCAC v, .
L\mﬂ/ a dalsi proteiny
Crosslink the protein-DMNA complexes
CHLRLRLEL I WY LRI ,
I T Regulace genoveé exprese,
- I ... epigeneticke modifikace
Hnnlr'uh'r;mf‘r' n [MNA fragments purified ﬂ:ld re-.ad':,' fﬂra;'ualyf-is Ch romatinu
tﬂr Prlmar?anlbud',r&beads-{ﬂ "ﬁ‘:'“'. E,".:"J WA

L AT
LYY I

Mundade et al., Cell Cycle 2014



Realne vystupy aplikace NGS



Mezioborove vyuziti NGS

Studium druhové diverzity (genotypizace):

« fylogeneze ZivoCiSnych druhu (Ellegren et al., 2012)

« identifikace novych virovych variant (Kapgate et al., 2015)
« Slechténi plodin v zemédélstvi (Fridman et al., 2012)

* +

(@) F’h# f Whole-genomea genotyping
Lebi L Comparative OMICs
F
L
L
Genetic variation & Integrated
Core collections ® Analysis +
structurad populations = #
Doubled haploids = e

Diallel; TILLING

-Associated with phenalype
-Signatures of selection

-Predictors of phenotype and
combining ability

# &
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Plant Breeding Courses:
Population genetics
Cluantitative genetics
Bioinformatics
Crop plant evolution
Genome technologies
Plant system biclogy
Advanced statistics

Biotechnology

= Plant genetic resources

Currant Opinion in Plart Bictogy




Metagenomika: studium mikrobialniho slozeni v riiznych
typech prostredi (stfevni mikroflora, zubni plak, puda, koralové

utesy, morskeé dno)
* Dbez potreby kultivace
 identifikace patogenu,

virulence, rezistence, atd.

Padmanabhan et al., J Microbiol Methods 2013

Cenomics

Genatyping Virulence factor Detection

Designing Growth Media
Identification of Pathogens
Metabalomics

Taxonomy

_ S ; Deciphering complex floras
Reverse vaccmulogy Antibiotic Resistance

Community structure and
evolution

Metagenomics



NGS a forenzni genetika

Analyza stop
Z mista Cinu Q T

Polymorfni mista

Expand your forensics

workflow with NGS:
STRs, SMNPs, and mtDNA

v genomu

Borsting and Morling, Next generation sequencing and its applications in forensic genetics.
Forensic Int Sci Genet, 2015



Vyuziti v medicine

molekularni diagnostika dedicnych chorob a infekCnich
onemocneni

prenatalni diagnostika (neinvazivni, z fetalni DNA v materské
plazme)

farmakogenomika (identifikace novych terapeutickych cilu,
studium rezistence)

Onkologie; bezbrehé moznosti!



Optimalni vyuziti NGS: personalizovana IéCba

Guan et al., Chin J Cancer 2012

transkriptomoveé sekvenovani
zdravé/nadorové tkané

cilené (targetované)
sekvenovani - — patologie
vybranych gent

celogenomoveé sekvenovani celoexomoveé sekvenovani
zdravé/nadorové tkané zdravé/nadorové tkané

analyza dat

klinicka interpretace panel mu|tIdIS{IP lindmich validace dat
expertu




Prvni projekt WGS u nadorového onemocneni

Porovnani nadorovych a zdravych bunék pacienta s AML
— identifikace dvou znamych a osmi novych somatickych mutaci

(Ley et al., Nature 2008)




Vyuziti NGS v experimentalni a klinické onkologii

International Cancer Genome Consortium (ICGC):
— charakterizace
genomickych, transkriptomickych a epigenomickych
zmen u 50 nejcastejSich nadorovych onemocneni

14 zemi, sekretariat Toronto, Kanada

-—

B International
Sl Cancer Genome
BW Consortium
»



National Cancer Institute (NCI): projekt vytvoreni atlasu
nadorovych genu — The Cancer Genom Atlas (TCGA)
za Ucelem zlepsit nadorovou prevenci, vCasnou detekci

a lécbu

\

~ The Cancer
3 Gen?me Atlas

" Understanding A S
*\ . genomics a A
to improve 2

cancer care

Skrinink novych Iéku na panelu 60 bunéénych linii
— synteticka letalita



Studium klonalni evoluce AML pomoci WGS

|dentifikace somatickych mutaci objevujicich se pfri
relapsu (selekce cytotoxickou terapii)

clonal fractions aﬂ initial diagnosis day_1 70 first relapsg
- —

s ETVS, WNK1-WAE, 7% N\

* DNMT34, NFMT, FLT3, PTPRT, SMC3 MYO18B

AML1 / UPN933124

J { Chemotherapy

call type: mutations:

. fionvial . AML @ founding (cluster 1) relapse enriched (cluster 3) @ relapse specific (cluster 5) +'r pathogenic mutations
@ primary specific (cluster 2) @ relapse enriched (cluster 4) () random mutations in HSCs

Ding et al.,Nature 2012



Klonalni architektura CLL

— casne klonalni (del13q, tri12, MYD88) a pozdeéjsi sub-klonalni
(TP33, SF3B1) aberace — selekce lIeéCbou a urychleni progrese

A Clonal B Subclonal

Yo IIIIIIIIII
0
-:.l:l_ % % - _._ Bl b il _--_ T T

m e ;
Q 0.5F 1
u —— e

D.I' | — ] | . I . I | L. . R . |
ﬁ% EE = EE" o wmrﬂ?gm
G RibFFE BT RisEse
=l xeatiasrizo 28l

W=12 5 24 6215 3 3 5 241019 19 B 9 6 4 7 4 3

Landau et al., Cell 2013



Klinicky dopad sub-klonu mut-TP53

— ultra-deep sequencing (median alel. frekvence 2%)

— horsi preziti pacientu, evoluce klonu pfi relapsu s naslednym

vznikem chemorezistence

Allele frequency
|
i
==

Sanger sequencing

positive n=35

Sanger sequencing
negative n=50

|
I 1

“‘"““""""‘F"'P“‘F“'F"ﬂ‘“"—!—r—r

TP53 mutations

Rossi et al., Blood 2014



Zkusenosti naseho pracoviste s NGS



ldentifikace sub-klonu mut-TP53 pfed terapii

CLL bunky s mutacemi v genu TP53
jsou typicky soucasti tzv. minimalni
zbytkové choroby. Frakce bunék BEFORE THERAPY IN RELAPSE

rezistentnich na terapii je pricinou wtTP53 WtTP53 MUtTPS3
pozdegjsiho relapsu onemocneni.

Cilem studie bylo identifikovat

pacienty s minoritnimi mutacemi
v genu TPS3 jiz pred nasazenim % .
terapie

80+

60+

40-

20+

% of reads with p53 mutation
]
n

v s . . BEFORE THERAPY AFTER TIHERAPY
Malcikova et al., Leukemia 2015



Vice a mene pravdepodobné scenare
selekce mutaci v TP53

{ Frequently observed events ]

FASAY/Sanger
detection limit ~~

Ultra-deep NGS _
detection limit

Pre-therapy Relapse 1 Pre-therapy Relapse 1 Relapse 2-n Pre-therapy Relapse 1 Relapse 2-n

{ Rarely observed events ]

FASAY/Sanger
detection limit ==

Ultra-deep NGS
detection limit =~

Pre-therapy Relapse 1 Pre-therapy Relapse 1 Relapse 2-n

Malcikova et al., Leukemia 2015



Negativni dopad selektovanych mutaci
na preziti CLL pacientu

100
E 80
™ &0 3
2 "L,_I - — TP53 wild-type; n=78
7 W1 L A
= S B v === TP53 mutation acquisition; n=18
& 20 A L"“': :
o]
5 0 4 P<0.0001 I -~ TP53 mutation at diagnosis; n=49

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108120132144
Time (months)

Preziti stanoveno od diagnozy
,Mutation acquisition” = pritomnost mutace v relapsu

Malcikova et al., Leukemia 2015



Pravdépodobnost PFS (%)

Analyza genu ATM, SF3B1, NOTCH1, BIRC3
u terapie FCR, BR

PFS dle po¢tu mutovanych genu

100- e dun
80- —— jeden
— zadny | Medién PFS (m)

601 2 mut. geny 21
40- 1 mut. gen 27

Bez mutace 27
20+

P=ns
0 1 I 1 I 1
0 20 40 60 80 100

Cas (mésice)



PFS dle mutaci v genu ATM

100+

9 —— mut ~  100-
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Nemut-IGHV Median PFS (m) Mut-IGHV Median PFS (m)

ATM-mut 25 ATM-mut 20
ATM-wt 19 ATM-wt nedosazen

P=ns P=0,014
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Klonalni evoluce mutaci TP53 a ATM

100

2 3 £

2

Mutation proportion (")
= = = &

—
=

(=]

[

Before therapy

w—TP53
—ATM

45



Klonalni evoluce mutaci BIRC3 a SF3B1

100
o0
S0

Proporce mulace {"%o)
o
L

pred TH

ERelaps

== BIRC3
—SF3B1
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Neuromuskularni nemoci (NMD)

* Klinicka a geneticka heterogenita

> 840 typu NMD - 16 skupin

1. Muscular 5. Other 9. Metabolic ] ]
; - . 5 13. Hereditary ataxias
dystrophies myopathies myopathies
2. Congenital ) ] .
g 6. Myotonic 10. Hereditary 14. Hereditary motor and
muscular 3 ] 5
S syvndromes cardiomyopathies sensory neuropathies

dystrophies

11. Congenital

3. Congenital 7. lon channel 3 ) .
) 3 myasthenic 15. Hereditary paraplegias
myopathies muscle diseases
syndromes
4. Distal 8. Malignant 12. Motor neuron 16. Other neuromuscular
myopathies hyperthermia diseases disorders

http://www.musclegenetable.fr

» 465 genu

Doc. RNDr. Lenka Fajkusova, CSc.
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NMD — svalové dystrofie a myopatie

Vybér genu na zakladé analyzy svalové

1. Muscular 5. Other 9. Metabolic 13. Hereditary tkana (problematické - rutinn@ se provadi
dystrophies myopathies = myopathies ataxias ) .p o _ vp )
_ _ . imunohistochemicka detekce jen nékterych
2. Congenital Myotonic -2 Hereditary  14. Hereditary proteind ..... defekt proteinu nemusi vidy korelovat
muscular syndromes cardiomyopat  motor and sensory s vysledkem imunohistochemie)
dystrophies SYREromes hies neuropathies y
7. lon

11. Congenital

3. Congenital channel 15. Hereditary

- myasthenic -

myopathies nfu_scle syndromes parapleglas

diseases

8. 12. Motor 16. Other
4. Distal Malignant 2 = 16. Other
myopathies hyperthermi heuron neuromuscular

a diseases disorders

o

41 +29+25+15+22 ...... 132 genu ??? s L 2 3 4 58

60 KDa - v v —— S

1) Analyza vytypovanych gent po sobé — ,gene by gene
analysis“, zaCina se genem s nepravdépodobneéjsim 30 kDa - g =
vyskytem mutace — CASOVE A FINANCNE NAROCNE

. v o e Ll X . . Imunohistochemickd detekce
2) Analyza vsech genu potencialné asociovanych s alfa-sarkoglykanu (kontrola,

onemocnénim soucasné — masivni paralelni sekvenace pacient s mutacemi v genu

(sekvenovani nové generace) SGCA), Western blot
kalpainu-3. (FNB, PAU,

Hermanovd M.)
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Pravidla pro interpretaci sekvencnich variant

Genet Med. 2015 May : 17(5): 405424 doi-10.1038/gim 2015.30.

Standards and Guidelines for the Interpretation of Sequence
Variants: A Joint Consensus Recommendation of the American
College of Medical Genetics and Genomics and the Association
for Molecular Pathology

Sue Richards [Chair, ACMG],

1. Sekvencni varianty patogenni

2. Sekvencni varianty pravdépodobné patogenni

3. Sekvencni varianty nejasného vyznamu

4. Sekvencni varianty pravdépodobné benigni

5. Sekvencni varianty benigni

Doc. RNDr. Lenka Fajkusova, CSc.



Pouziti NGS — analyza mikroorganismu

Sekvenace rRNA genu - detekce Sirokého spektra
patogenu — pouziti sekvenovani 16S u bakterii
(mikrobiom) a 18S u mykotickych patogenu (mykobiom)
— srovnani spektra detekovanych druhu u zdravych a
napr. chronicky nemocnych — cysticka fibréza, Crohnova
choroba

- ? virové patogeny

Prima detekce novych patogenu — doposud
nepopsanych nebo obtizne kultivovatelnych (pozor -
chybejici sekvence v databazich — de novo sestaveni
genomu (7))

Doc. Mgr. Martina Lengerova, Ph.D



Lidsky mykobiom

 Travici trakt - 335 druhu ze 158 rodu
— 221 exkluzivné ve streve
— 88 exkluzivneé v dutiné ustni

— z celkem 247 druhu nalezenych ve stfevé bylo vykultivovano jen
29 — zbytek pouze molekularne biologicka detekce

 vyplach ust od 20 zdravych lidi - 101 druhu, 85 rodu
— z toho 11 nekultivovatelnych

— prumérné 15 ruznych druhu — nejastéji Candida, Cladosporium,
nasleduji Asperqillus, Cryptococcus, Fusarium a Alternaria, v jiné
studii kromé vyse uvedenych nejCetnejSi Malassezia a
Epicoccum

Doc. Mgr. Martina Lengerova, Ph.D



Slaba mista NGS pri vyuziti pro klinickou

diagnostiku

* Vysoke ,pozadi” lidske DNA

— Deplece — odstranéni pomoci specialnich technik

* Bias v sekvencich? — v dusledku izolace DNA — zatim
neexistuje idealni metoda zpracovani DNA pro detekci

vird, bakterii a hub v jednom

 Bioinformatické zpracovani — pro zakladni analyzy neni
komplikovane, ale prece jen vyzaduje pokrocilé znalosti

Doc. Mgr. Martina Lengerova, Ph.D



Zaver: mikrobialni NGS

« Za soucCasného stavu techniky muze byt NGS pouze doplrikem
tradicnich metod

— Automatizace

— Standardizace protokolu a bioinformatickych nastroju pro
analyzu dat

— Sprava referencnich databazi
— SniZzeni nakladu a doby trvani vySetreni

* Velky potencial ma ve studiu interakci hostitelského a
mikrobialniho genomu, epidemiologie a mechanismu vzniku a
Sifeni rezistence

Doc. Mgr. Martina Lengerova, Ph.D



AZV project CELL AML (PharmDr. Martin Culen, Ph.D.)

Subproject A - Xenograft experiments (LF MU Brno)

Sorting of human LEU
AML LEU (hCD45+)
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Nase zkusenosti s NGS: souhrn ,onkologie”

Pozitivni aspekty:

* Presnost, citlivost, dobra reprodukovatelnost
 Prijatelna rychlost
Ne az tak pozitivhi aspekty:

* Flexibilita

K vaznemu zamysleni:

« Jak vysokou citlivost skutecne potrebujeme?
« Jsme schopni vysledky biologicky a klinicky interpretovat?
* Financni aspekty (lllumina — monopol na trhu)

+ Etickeé otazky (zejmeéena WES vs. predispozice)
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