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DNA, genes, & chromosomes

Co je to genom?

Genom — celkova geneticka informace nebo geneticky material, ktery
je obsazen v jadre bunky organismu. Genom zahrnuje celkovou DNA a
obsahuje informace o vSech vlastnostech jedince.

Gen — zakladni _informacni a funkéni jednotka dédicné informace v
zivych organismech. Geny obsahuji informace pro vytvareni proteinu a
regulacnich molekul, které jsou nezbytné pro fungovani organismu.
Kazdy gen ma specifickou funkci a prispiva k urcitym vlastnostem a
charakteristikam jedince.
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*V lidském genomu se nachazi asi 3,2 miliardy paru bazi
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ProC nas zajima primarni struktura

Di'A?

yimecnost

Genom kazdého Clovéka je unikatni (99,9 % genetického materialu sdilime, 0,1 %

unikatni). Studium DNA a jeji primarni struktury je klicové pro forenzni védu a

identifikaci osob.
2  Principy dédiénosti

Studiem primarni struktury mizeme
lépe porozumét tomu, jak se
geneticka informace uklada, replikuje
a predava z jednoho pokoleni na

druhe

5 Genova exprese

3 Medicina

Genetické choroby jsou spojeny s
konkrétnimi  zménami v primarni
struktufe DNA. Studium téchto zmén je
nezbytné pro diagnostiku genetickych

onemocnéni a vyvoj lé€ebnych postupu.

4 Genové inzenyrstvi
Manipulace s primarni strukturou
DNA vede k wvytvofeni novych
genetickych konstrukci, transgennich
organismu a terapeutickych postupd,

jako je genova terapie.

6 Studium evoluce/biodiverzity 7 Studium mikrobiomu 8



Co jsou tedy genomicka data?

Genomicka data jsou soubory informaci ziskanych z analyzy genetického materialu (DNA nebo RNA)
organismu. Tato data obsahuji podrobné informace o strukture, sekvenci a funkci gentu a dalSich
genetickych elementl v genomu daného organismu. Genomicka data mohou zahrnovat nasledujici

informace:
1.Sekvence DNA: Poradi nukleotidt (A, C, G, T) v molekule DNA. Sekvence DNA umozriuji identifikovat geny, regulacni sekvence a dalSi dulezité useky DNA.

2.Geny: Genomicka data obsahuji informace o umisténi a struktufe genl v genomu. ldentifikujeme, jaky protein nebo RNA kazdy gen kéduje, a jakym
zpusobem muze ovlivnit funkci organismu.

3.Genetické varianty: Zmény v sekvenci DNA, jako jsou jednonukleotidové polymorfismy (SNP), delece, inzerce a dalSi mutace. Genomicka data obsahuiji
informace o téchto variantach, které mohou mit vyznam pro dédi¢nost, vyvoj chorob a individualni rozdily mezi lidmi.

4.Genova exprese: Informace aktualni aktivaci gent a jak se projevuji prostfednictvim produkce proteind nebo RNA molekul. To umozriuje studovat, jaké geny
jsou zapojeny do rlznych biologickych procesu a jak mohou byt ovlivnény riznymi podminkami.

5.Struktura chromozomu: Data mohou obsahovat informace o uspofadani chromozomu v jadfe buriky, coz je dulezité pro studium chromozomalnich
abnormalit a genetickych onemocnéni.

6.Mikrobiom: Analyza genetického materialu mikroorganismu v ramci lidského téla — zastoupeni a funkce/vliv téchto mikroorganismu.



The Human Genome Project | [l /110l
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Human Genome Project mél za cil zmapovat a rozlustit cely lidsky genom. Projekt byl zahajen v roce 1990 a oficialné
dokoncen v roce 2003. Jednalo se o spolecny usili mezinarodniho védeckého komunity. Klicové cile projektu zahrnovaly:

1. Zmapovani lidského genomu: Poradi nukleotid( v lidské DNA v kazdém z 23 lidskych chromozomd.

2. Identifikace gent: Identifikace a anotace vSech gent v lidském genomu. To zahrnovalo urceni, kde se jednotlivé geny
nachazeji, jaké maji funkce a jaké proteiny kéduiji.

3. Studium genetickych variant: Projekt zkoumal genetické varianty, jako jsou SNP (jednonukleotidové polymorfismy).
4. Aplikace v mediciné: Vyuziti genomickych znalosti pro zlepsSeni diagnostiky, prevence a |éCby genetickych chorob.

Dokonceni projektu v roce 2003 bylo historickym milnikem v oblasti biologie a genetiky. Vysledky projektu poskytly
zaklad pro rozvoj genomiky a personalizované mediciny.

Dualezitym aspektem projektu bylo, Ze data z néj byla verejné dostupna pro védeckou komunitu, coz umoznilo mnoha
dalSim vyzkumnym projektlm a studiim vyuzivat tuto cennou informacni zakladnu pro dalSi pokroky v oblasti genetiky a
biomediciny.



The Human Genome Project

Na sekvenovani lidského genomu se podileli védci z 20
riznych univerzit a vyzkumnych center ze Spojegych
statu, Velké Britanie, Francie, Némecka, Japonska a Ciny.

Sekvence lidského genomu nepochazi od jediného clovéka,
ale nékolika lidi, jejichz identita byla zamérné anonymizovana,
aby bylo chranéno jejich soukromi.

Pavodné predpokladané naklady d&inily 3 miliardy dolard,

priCemz predpokladana doba trvani projektu byla 15 let. Tato
priblizna Castka se blizi pfesnému Cislu.

Projekt ve vysledku nevygeneroval kompletni lidsky genom. V
dubnu 2003 konsorcium oznamilo, Ze vytvofilo v podstaté
kompletni sekvenci lidského genomu. Konkrétné pfedstavovala 92
% lidského genomu a obsahovala méné nez 400 mezer.

Dne 31. bfezna 2022 konsorcium Telomere-to-Telomere (T2T)
oznamilo, Ze doplnilo zbyvajici mezery a vytvofilo prvni
skute¢né kompletni sekvenci lidského genomu.
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WHAT IS A GENOME?

A genome is all of the base
sequences in an organism's DNA
(the letter) ¥ other words, the
genome is the whole of the genetic
information of an organism.
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GENOME PROJECT?

Identification: The number, positiof;

scale, and sequence of human genes

have all been determined in the

human genome project.

Development: This has enabled the 7\
development of unique gene probes  a—
for detecting genetic disorder

sufferers and carriers.

Medicine: The discovery of differen
proteins which resulted in better
treatments (rational drug design )
Bloodline: Comparisons with other
genomes also revealed information|

about human evolution and history.
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WHAT ARE THE BENEFITSY___
OF THE HUMAN GENOME %,
PROJECT?

This has been an advantage in making’

the information available to

researchers to aid with the following'
Identifying genes and genetic disedses

{more research)

Development of gene probes to help

detect suffers and carriers of genetic %2
diseases (% sickle cell anemia) .
Additionally, thanks to the human

genome project it has been possibleto
determine what type of molecules

healthy individuals make and what s
genes make up those MolECULES. Nt
Along with how to copy these genestto
distribute those healthy molecules to Sy
sick people to help them. ‘

02 +info
WHAT IS THE HUMAN
GENOME PROJECT

AND WHAT'S ITS AIM?

The human genome project is an
international cooperation project
created to sequence the
complete human genome

04 +info

WHO CREATED THE
HUMAN GENOME
PROJECT?

An international team®f scientists
set out the human genome project
in which they were able to find the
entire base sequence of human
genes and found out that they
were made up of over 3 billion
letters. They then made all their
findings public in 2003 which was
an advantage to a lot of scientists
and researchers.
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NOTE THAT:

The human genome is made up
of:

- 46 chromosomes

- ~21,000 genes

- ~3 billion base pairs.




Jak precist primarni sekvenci DNA?

Uréeni sekvence = metoda SEKVENOVANI

MAXAM-GILBERTOVA METODA
Vysoce toxické chemikalie (radioaktivni znaceni 5 konce DNA pomoci 32P),

stépeni DNA Cinidly, gelova elektroforéza, autoradiografie

SAN G E ROVA M ETO DA ¥ PCR with fluorescent ¢ — Size separation by capillary | N Laser excitation & detaction

chaln=terminating ddNTPs gel electrophoresis by sequencing machine
Zalozena na selektivhim zacClenovani 4 1
- BEEEEEEEEEEE Large fragments ¢ -5 a
-~  DEENEOPEEEE A il A
. . . o L m . —t—t w c
dideoxyribonukleotidu (ddNTP) — - » S aaaaasas . Hi== ]
_ FOEes o AuEscowg & H G
reruseni syntézy DNA N S : 3t A
P y y . i OS> R CEOME @ : 53} G
¢ Groa’ ?5 (<[]l c — c
. . L , \ . T Mibcture of dNTPs & QJ- TIR small fragments T he—— T
Vzorek DNA je rozdélen do 4 oddélenych reakci, které obsahuiji = fluorescently- Iabellad _ '}il. =1 ' _‘r‘ PR ‘T"
v8echny standardni deoxynukleotidy. Ke kazdé reakci je pfidan pouze . ddNTPs ‘ i — 1 p il
jeden ze c¢tyf dideoxynukleotidd (ddATP, ddGTP, ddCTP, nebo 5 — H-; phaprnﬂ T
ddTTP). Dochazi k syntéze komplementarniho fetézce do zadlenéni onainal “oligonuclzotides serhesm Output chromatogram
znatenych ddNTP. Fragmenty jsou separovany pomoci GE a DINA sequance,

analyzovan fluorescenéni signal (kazdy ddNTP jina barva). PR Smplifies! &



Sekvenovani noveé generace (NGS)

$100M

$10M

$1M

$100K

510K

$1K

Miniaturizace a paralelizace

sekvenacnich technologii

Analyza mnoha

molekul/fragmentd najednou

RychlejSi nez tradi¢ni metody

—
—

Moore’s Law

Source: genome.gov/sequencingcosts

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

Snizené naklady na sekvenovani

(automatizace)
VySSi presnost sekvenovani

Fragmentace DNA — 50 az 500 bazi

Nékolik technologii (kazda ma vyhody i

omezeni a ie vhodna nro riizné tvnv

| Metoda Sangerova lllumina
Kapacita (bp / hod) 76 000 1 800 000 000
Cena (€ / Gbp) 1 250 000 50

Naklady na sekvenovani lidského genomu. Odklon kfivky nakladl na sekvenovani
od Moorova zakona se shoduje s nastupem sekvenovani nové generace (NGS).
Moorliv zakon pochazi z odvétvi pocitatového hardwaru, ktery zahrnuje
zdvojnasobeni "vypocetniho vykonu" kazdé dva roky. Ma se za to, ze technologie,
které se fidi timto zakonem, jsou povazovany za uspésné. Predstavuje tedy uziteCny
vztah pro porovnavani technologického pokroku.
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Sequencing by ligation

DNA ligase
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Clonal amplification by bridge PCR
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Cluster generation

Reversible terminator sequencing
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Hlumina

» Drive Solexa

« Momentalné nejrozsirenéjsi technologie masivné paralelniho
sekvenovani

* Princip sekvenovani syntézou za pomoci reverzibilnich terminatort

» Klonalni amplifikace (mUstkova PCR)

* 99% presnost

+  vysoka presnost - vysoke pofizovaci naklady
nejnizsi cena za jednu osekvenovanou bazi kratka délka Cteni — max 300 bazi — pouze néktere
pristroje

mnozstvi publikaci vyuzivajici lllumina technologii
komplikovana de novo assembly z lllumina NGS dat

mnozstvi komeréné dostupnych kit pro rizné aplikace
dlouha doba sekvenovani 12h az 4 dny
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lllumina — priprava sekvenacn
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lllumina — amplifikace
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Fragmenty jsou amplifikovany pomoci
mustkové PCR, dochazi k tvorbé klastru
(jeden fragment = jeden klastr, obsahuje
tisice az miliony kopii)



lHllumina — sekvenace




Bioinformaticka analyza NGS dat

. Primarni . Sekundarni . Terciarni

Konverzi surovych pristrojovych dat Sestaveni genomu/ c¢asti genomu a Anotace ziskanych dat, biologicky

na sekvencni data sestavajici z detekce variaci. kontext.
pofadi nukleotidovych bazi. Casto

provadéna pfimo na sekvenatoru.

I
46 125 355 1o 46 126 743 1 388 bp) r ™ ‘ 46 126 023 to 46 126 147 (125 b

- P OB R R R B R e

46 126 020

46 126 40 C5 46 126 050 46 126 060 46 126 070 46 126 020 46 126 020 46 126.1k 46 126 110 46 126 120 46 126 120 46 126 140

; E a4 alele s aririTEeT & 0 00 O 0 A & & a3
3 C A LICIE & o FFEFE LY - i A AEREE 8 ﬁ Mmoo
E & & & e Ll A AREEE & & ool 4l
E ... A LITUTRF L] ] L L L] L & A B i

Ea w0 o o FIFRFET o Al A A A alfs
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Primarni analyza dat

Surova obrazova data se prevedou
do tabulky intenzity, ktera
zaznamenava umisténi kazdého
klastru a hodnoty intenzity barev
(jedna barva pro kazdou ze Ctyr
bazi). Tyto Ciselné hodnoty se
prevedou na tzv. base call a pouziji

se k prirazeni hodnoty kvality pro
dane Doradl ba2|

5 ‘IZ Wi ‘Iﬁﬂll 4831 FBE.8 I626.7 2358.4| 185.6 1223 3604 DDT.I Fie Edt View Insert Format Help

§ 12| 773 | 39% | 955 113023205 11590 1563 1669 1135 9096 | ~oe =

5 42| 108 | 786 | 82400 7414 458 074 | 3104 062k 4ED 417 DL&? SR A —
5 |12 | S8 | 6o 36 505719191 9503 ;
5 |42 | 1107 | 1207 250GB 86 2905 #8142 | 1 7 BOGB G
stiwui-w.r 04 418 Gh9 11023 | ; R — :

§ 2| w87 | 356 | 7431 4864 422 3050 EING BORG 61 209 1 7 155 544

5 ,*‘2:“1’ ;ms: 632 549 BL7 5857 | B1S 0RO 549 3854 | : ! 1 1 P

§ (12| 499 | 34 | 5.5 5332 45.2 SH10 | 2609 5600 1R0 784 1 7 242 522

5 42| 89 | 103| 3720 8128 167 705 | 9.4 694 36413840 | ? 196 92z

5 |12 | 47 | 1?927 343.8 FOG.0 108.4 B3B.5 732 43.0 1216 1882.2 -: * I':: EE: TCTGATTT
S (12| 807 [1194] 620 838 020343680 | 107A4 7443 999 204 | 1 7 164 543  TCTCAGAG

4,8 TB

* Kazdy z miliard klastrd vytvofi 150 bp &teni



Primarni analyza dat

Sequencing

[

c———

mkfastq

BCL

=

Lane, Sample, Index
1,Libraryl 1,S8I-GA-Al

o]

Pre-procesovani dat

FASTQ Files

Libraryl 1 81 L001 R1 00l1.fastg.gz
Libraryl 1 81 L001 R2 001.fastqg.gz
Libraryl 1 81 L001 I1 001.fastq.gz

Identifier ———] @HWI-EAS209_0006_FC706VJ:5:58:5894:21141#ATCACG/1
Sequg-nce4| TTAATTGGTAAATAAATCTCCTAATAGCTTAGATNTTACCTTNNNNNNNNNNTAGTITITCTTGAGA
+ sign & identifier-] +HWI-EAS209_0006_FC706VJ:5:58:5894:21141#ATCACG/1
Quality scores—| efcfffffcfeefffcfffEffddf feed] "] _Ba_ " [YBBBBBBBBBBRTT\[])|] []dddd"

—
Base T
phred Quality ]1=29

Filtrovani: Cteni jsou z dat filtrovana na zakladé kvality base call a délky &teni. Baze s nizkou intenzitou mohou vést k detekci

faledné pozitivnich variant, proto je tfeba je odstranit. Cteni, ktera jsou prili§ kratka, se pravdépodobné& zarovnavaji k vice

oblastem v genomu a zpUsobuji Spatné mapovaci metriky:.

Demultiplexovani: Multiplexovani v NGS znamena sekvenovani vice vzorkl sou¢asné na stejném pfistroji. Demultiplexovani

znamena rozdéleni sekvenacnich ¢teni do samostatnych souborl podle indexu ,éarového kédu® pouzitého pro kazdy vzorek.

Orezavani: Adaptorové sekvence ligované na konce knihoven béhem procesu pripravy knihovny je tfeba ze sekvenacnich

Cteni odstranit, protoZe mohou naruSovat mapovani a sestavova



Sekundarni analyza dat

“Imagine a book cut by scissors into 10 million small pieces. Assuming
that 1 million pieces are lost and the remaining 9 million are splashed
with ink... try to recover the original text!” [P.Pevzner, UCSD]

De novo sestaveni

Cteni se zarovnavaji navzajem na zakladé

jejich sekvencni podobnosti, aby se vytvorila

dlouha konsenzualni sekvence nazyvana
\I/ \l/ kontig.

ATGTTCCGATTAGGAAA

Sestaveni na
zaklade
referencniho

R A B A A = =



Sekundarni analyza dat

TATTACGCATGATACGGGCATCTTACCGGCA-ﬁiﬁﬁf
*¢¢+¢¢++*++f¢++¢+¢+*+¢*+*TTT“**=

ATTACGCATGATACGGGCATCT|

GCATGATACGGGCATCTTACCG
TATTACGCATGATACGGGCA

TATTACGCATGATACGGG Aligned

GATACGGGCATCTTACCGGCA | sequencing
TATTACGCATGATACGGG ~  Reads

ATACGGGCATCTTACCGGCA

ACGCATGATACGGGCATCTTAC
TATTACGCATGATACGGGCATC
TATTACGCATGATACGGGCAT
TATTACGCATGATACGGGC

ex ACGCATGATACGGGCATCTTACC
Depth

10x Depth 12x Depth

Cilem zarovnani sekvenci je najit misto, odkud éteni pochazi, a urcit, kolik éteni se k tomuto mistu zarovnalo.



Sekundarni analyza dat
|dentifikace variaci

A B oL
(A) SNV (B) Structural Variation
A LLILIEEL Deletion Duplication
B L EELE <y > il i
l - > <l >
o | Inversion Insertion
il [eay <
Indel — v
d.e. < | b <y >
E ] \ Translocation
INNORASREEE
(ARE R MAENE

-’

1.5
05

-0.5

Referencni genom je standard, dokazeme
identifikovat odchylky.

T T T T T
106 Mb 107 Mb 108 Mb 108 Mb 110 Mb
Chromosome 6

Strukturni variace na urovni chromozomu

T
111 Mb



Sekundarni analyza dat
Pouzivané formaty souboru

FILE

TYPE DESCRIPTION WHERE IT IS USED

FASTQ Text-based file format containing raw sequence reads and the Storage of raw sequence data and
associated quality score of each base input into sequence alignment

BED Browser Extensible Data file is a tab-delimited text file thatis  In variant calling pipelines to direct
used to store genomic regions as coordinates the analysis to a genomic region

SAM Sequence Alignment Map file, used to store text-based Store information on read alignment,
information for reads aligned to a reference sequence e.g. position and quality

BAM Binary Alignment Map file is a compressed binary version of a  Used for input into variant calling
SAM file. Can be opened in genome browsers to view read pipelines
alignment

VCF The Variant Call Format is a text file which stores sequence Generated by variant calling pipelines.

variants, each variant occupies a single row Used as input into variant annotation



Tercialni analyza dat

Biologicky kontext ziskanych dat

Anotace variant je proces predpovidani biologického vlivu nebo funkce genetickych variant. Vyuzivaji se
anotacni nastroje, které pracuji s VCF soubory, vystupem je zprava o anotovanych variantach a jejich

biologickém ucinku.

Interpretaci variant obvykle provadi kvalifikovana osoba, napfiklad klinicky genetik. Jejich prace zahrnuje

shromazdeéni vSech dostupnych informaci o pacientovi, v€etné rodinné anamnézy onemocnéni, a porovnani

genotypu pacienta s klinickym fenotypem.

Soucasti je takeé statisticka analyza a vizualizace dat.



Dalsi aplikace NGS

Genova exprese —
Gene (DNA) @
Proces, kterym je v genu uloZena S ﬂe{j@:@;‘:‘* /Nwmscripﬁon

informace prevedena v realné existujici transcriptome

buneéCnou strukturu (RNA) — mnozstvi mR

transkriptu je Umérné mire genove , .
. . j [ \l l translation

exprese genl. Jednd se o reakci Different transcripts can be

. Mix ey roduced by the same gene
organismu na vngjsi i vnitrni vlivy. P af the & !me fime wii%: @

different expression level

U sekvenace RNA se provadi zpetny prepis do DNA, tzv. reverzni transkripce.



Dalsi aplikace NGS

Metylace cytosinu
v regulaéni oblasti

Epigenetika

Metylace, 4
acetylace a §

Zmény v genové expresi, které nejsou zpusobeny zménou deacetylace \C{]

histond -

nukleotidové sekvence DNA.

Metylace DNA, acetylace histonu, mikroRNA, ...

Journal of Cellular and Molecular Medicine
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Shrnuti na zaver

« Genomicka data jsou unikatni a vysoce citliva data, ktera do urCité miry predpovidaji délku zivota a
dispozice k onemocnénim jedince

« Znalost primarni struktury (pofadi nukleotidd) umozniuje ziskat informace o umisténi, strukture i funkci
genu a dalSich oblasti DNA

« Zlata metoda analyzy primarni struktury NK je Sekvenovani nové generace (NGS)

» Soucasti procesu je jak prace v laboratofi (wet lab), tak bioinformatické zpracovani dat

* NGS generuje velké mnozstvi dat (TB / genom)
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