Zakladni metodické pristupy v
experimentadlni onkologii

&
Modelové systemy




Experimentdlni modely v onkologii

Obecné zasady pri vyzkumu:

- Snaha porozumét fundamentdlnim procestiim funkce a vyvoje Zivych
organismu

* Formulace presné definovanych otdzek ve vymezené oblasti vyzkumu
» Vybér vhodného modelového systému (Mendel)

» Zjednoduseny, ale impaktni systém umoznujici testovat specifickou
hypotézu a zda se dosdhne vysledného fenotypu

» Bunécné linie

» Caenorhabditis elegans

* Drosophila melanogaster
» Kvasinky

* Danio rerio

« Mus musculus



Priprava bunécnych linii
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Prace s eukaryotickymi bunécnymi liniemi

Optimdlni podminky kultivace (5-10% CO,, 37 C, pH, glukdza, rustové
faktory, antibiotika)

Nebezpeli kontaminace jinou bunéénou kulturou [DSMZ, ATCC
(mikrosatelitni DNA fingerprinty)]

Buriky se déli a rostou dokud neobsdhnou cely prostor, pak ndsleduje:
- Zastava b. déleni kontaktni inhibici
« Indukce bunécné diferenciace kontaktni inhibici
« Akumulace apoptotickych a nekrotickych bunék

« Deplece nutricnich faktort

Vyména média (pH), pasazovdni bunék, kryoprezervace



¥ Konfluence bunk, suspenzni vs. adherentni buriky

» Genové manipulace

, 2D vs. 3D kultivace

G

Ff’e |
3-D cell culture dish pm - ,45‘15
fabrication process [] Polystyrene solution in Aqh
chloroform l;‘y
J Castmg J
Polystyrene Glass cover slip 1 :lnr, dry and vacuum
Glass bottom Petri
dish with a well in the
center
(NH4)HCO; —.NH3+C02+H20 Ba"'“g 8t 85°C

Cell seeding
3-D cell culture

Traditional 2-D

| cell culture |




Vyhody a nevyhody bunécnych linii

 Prakticky neomezena zivotnost
« Kontinualni a rychla proliferace
« Snadna prace

» Moznost pripravit stabilni KO, transientni transfekce, a dalsi
genetické manipulace

——_

* Atypickeé okoli nadorovych bunék

Transwell

* NebezpecCi kros-kontaminaci

Melanoma
cells

OOOOOOO

Filter

« Kumulace dalSich zmén

Endothelial
cell line



http://bjo.bmj.com/content/86/4/440/F1.large.jpg

Bunééné linie
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Vyuziti bunécnych linii v biotechnologii
 Priprava monoklonalnich protilatek

 VVyvoj bunecnych vakcin

Traditional method A new Novartis plant in North Carolina will
make flu vaccines through cell culture
rather than the traditional techmnique
involving chicken eggs.

: < >3
Live viFruses are injected n
into chickon cag=,. whoraoe .
thoey grow and muultipily.
Cell-culture method ) 7

Once enowgh —they are The viruses are —aand
Viruses are added to a vat VIruses are filtored from then Inactivated packaged
containing dog-kidnay produced.. the growth and split apark, into
calls, which may medium. removing any waccines.
encourage faster growth comtaminants,.

Two Ways to Produce a Flu Vaccine

than i=s= possible with cggs.

Somrd e Nowartis




Cancer Cell Line Encyclopedia
(CCLE) proiekt

Outliers- values that are greater than the UAV or lower than the LAV

Upper adjacent value (UAV):
the largest observation that is less

than or equal to the upper quartile
plus 1.5*IQR.

Upper quartile: 75" percentile

\

/ Mean

S Median

\ Standard deviation

Lower quartile: 25" percentile

Lower adjacent value(LAV): the smallest observation that
is greater than or equal to the lower quartile minus
1.5*IQR.




Caenorhabditis elegans
Dobre péstovatelny na petriho misce
Velikost genomu 8x107 bp

Pohlavi determinovdano chromosomem X

Drosophila melanogaster

Malé, snadno péstovatelné, kratky zivotni cyklus (2 tydny), relativné maly
genom (1,4x108 bp), existence polytennich chromosom, fada mobilnich
genetickych elementi.

Transformacni systém vyuzivajici mobilni geneticky element P, po injikaci
do embrya - tvorba mozajek (vyuziti napt. pri studiu tkariové specifické
exprese)



Kvasinky (Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe)

Snadno kultivovatelné, 1. eukaryoticky organismus plné osekvenovany, celd
rada funkénich homologl se sav¢imi butikami

=—=> Vhodny model pro screening

protinddorovych l€Civ

Table 1| Conservation between yeast and human pathways altered in cancer

Cancer-related pathway Human genes
DNA-damage checkpoint ATM, ATR
Replication checkpoint BLM, WRN1
Mitotic-spindle-assembly checkpoint BUBT, BUER1
Mismatch repair MLHT

Repair of DNA double-strand breaks BRCAT

(31- to S-phase transition Cyclin D1, cyclin E
Response to mitogenic stimul TOR

Yeast genes
RAD53

SGS1

BUB1

MLHT

RAD50, RAD52
CLNZ

TOR1

Pozitivni selekéni screening
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Priklad vyuziti kvasinek pri screeningu b.
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Drosophila melanogaster

Malé, snadno péstovatelné, kratky Zivotni cyklus (2 tydny), relativné maly
genom (1,4x108 bp), existence polytennich chromosom, fada mobilnich

genetickych elementi.

Transformacni systém vyuzivajici mobilni geneticky element P, po injikaci
do embrya - tvorba mozajek (vyuziti napt. pri studiu tkarové specifické
exprese)

Danio rerio (Zebrafish) jako model pro p53

p53-mutant vznik tumorl ze Schwannych bunék

p53-mutace + mutace B-raf vznik maligniho melanomu



Chemoterapie (jednoducha aplikace, velké mnozstvi ryb, dlouhodobd Ié€ba x nespecifickd,
predominance jaternich tumord, potencidlni riziko pro vyzkumnika)

Transplantace savéich bunék (rychlost, prihlednd embrya, lidské nddory, fluorescence x, nizkd
penetrance tumord)

Genetické knockouty (Inaktivace jednoho specifického genu - N-ethyl-N-nitrosourea
mutageneze, ,Human-like cancer"” mutace x slabd penetrance, genové duplikace, rozdilné
spektrum tumord, ..background" mutace)

Exprese transgeni (jednoduse generovatelné injikaci, pouziti lidskych gend, pouZiti fluorescence,
tkdriové specifickd exprese x nedostatek specifickych promotori)

A genome instability B cancer growth C invasion/metastasis




Mus musculus

Priprava inbrednich kmenl - moZnost pokust na geneticky uniformnich
organismech (vice jak 700 mutovanych kmeni).

Obvykle se provddi tzv. ., gene knockkout”, t+zn. funkéni geny jsou
nahrazeny nefunkénimi nebo mirné pozménénymi variantami jez odpovidaji
genetickym zméndm vzniklym v nddorové burice.

Nejvyznamnéjsi prispévek k pochopeni mechanismi lidskych nddorovych
onemochéni.



Mus musculus

Priprava inbrednich kmenl - moZnost pokust na geneticky uniformnich
organismech (vice jak 700 mutovanych kmeni).

Obvykle se provddi tzv. ., gene knockkout”, t+zn. funkéni geny jsou
nahrazeny nefunkénimi nebo mirné pozménénymi variantami jez odpovidaji
genetickym zméndm vzniklym v nddorové burice.

Nejvyznamnéjsi prispévek k pochopeni mechanismi lidskych nddorovych
onemochéni.

4 metody prenosu GI:

» Infekce bunék kostni drené rekombinantnim retrovirem umozni
expresi preneseného genu v infikovaném zvireti

 Infekce embrya pomoci rekombinantniho retrovirového vektoru

«  Transformace embryondlnich kmenovych bunék

«  Klonovand DNA mizZe byt mikroinjikovdna do fertilizovanych
oocytl a prenesena do ndhradni matky



Reimplantation A JREAN
(3)
I @)
Normal mouse x Fy transgenic ) S ———
N
(5) l
™
, ™y ‘S (6)
F, heterozygous transgenics LY Jjj [ —

@) l

F» heterozygous transgenics Transgenic line

*Poprvé gen pro elastdzu, nezbytna 134 bp regulacni oblast pro spravhou funkci
*Ndhodny charakter integrace - pozicni efekt Il (YACs & BACs)



.Hybridni transgen”

Regulatory sequences A

s I —

Coding sequences A

HYBRID TRANSGENE

Regulatory sequences B

Coding sequences B

Coding sequences B

C —

Regulatory sequences A

Identification of regulatory sequences

with a reporter gene
1

Functional studies and
physiopathological models
2

A\

Toxigenetics: cell ablation
3

l Immortalization

4

Production of proteins of

biological or medical interest
5



Blastocyst of dark
coat colour mouse

Embryonic stem cells (ES cells)

Select transformed clone
of ES cells

i

Blastocyst of light
coloursd mouss

Crow on feader laver
and transform with
clonad DA

Implant in

peeudopragnant
surrogate maother

hosaic offspring detected
by spotted coat colour



Knockout and knockin

Cene of interest
(reporter gene, immortalizing gene,

Selection paralog, mutated cDMA, ...}
2 3
l - . Targeting vector __- -
cassette -
ATG  STOP celection
* X * cassette X
1 2 3 4
H_ Endogenous allele H—
ATG STOP ATG STOP

l l

—L-rl—l -_._.:_ Modified allele ___ _-_-_.:'—

ATG 5TOP ATG  STOP STOP

(a) (b)

Vyuziti homologni rekombinace u ES bunék (vice jak 1000 geni "KO")



Odbér biologického materialu

Obecné zdsady pri odbéru klinického materialu:
» .logistika" zpracovani

* manipulace s odbérovymi nastroji

* nacasovani

Krev (5-10 ml, chelatacni inidla, vySetreni zanétlivych
determinant, hladiny cukru, hormonu, onkomarkeru, bilkovin
krevniho séra a dalsich.)

Separace krevnich bunék
 Imunoafinitni separace

» Imunomagnetickd separace
* Sortovani bunék



Zakladni separacni techniky
<>

1€— Sérum (55% celkové krve)

Leukocyty a trombocyty Vstupni vzorek Vysledna separace
(<1% celkové krve) Prabéh centrifugace

Erytrocyty (45% celkové krve)




Separacni techniky vyuzivajici monoklondlni protilatky

)

Protilatka  Specificky antigen
Nosic



Dalsi biologicky materidl

- Kostni dren
- Moc
- Sliny
- Bukalni sliznice
- Plodova voda \
- Choriové klky |
- Fibroblasty (kozni biopsie) ‘ﬁfﬂ
- Tkané - N2 a
- FFPE




Prehled zpusobu odbéru tkané

C Principle of Trucut Biopsy

Jehla s prostorem pro vzorek
Neodle with sioﬁ/ovwm
/

Sheath
B Pouzdro jehly
Koloskop Proniknuti jehly do tkané
\ 2rQpiknutijehly
Kamera \
Licht I \‘
ichtquelle v i
\ Posunemop.guzdrgg'reSJehlu dochazi
Skalpell

Vy'lmutvl')'ehly véetné pouzdra a vzork

., sheath and speamen




Izolace nukleovych kyselin

«  Umisténi bunék/tkani do extrakcniho pufru
. Dlouhodobé uchovavani (RNA later, chelatacni cinidla)

Fenol/chloroformova extrakce a ndasledné etanolova nebo

isopropanolova precipitace
vodna faze (NK)
\/

proteiny
Metody adsorpcni fenol/chloroform (lipidy)

Adsorpce NK na silikagel v pritomnosti chaotropnich soli
(guanidin isothiokyandt, NaI), eluce pres kolonky

Metody vysolovaci
obchazi Eouii’rj organickych rozpoustedel, pfi izolaci z krve
nejprve hemolyza, nasleduje izolace DNA z leukocytu



Koncentrace, kontrola Cistoty a kvality DNA / RNA

A260 =1, c(dsDNA) =50 pg/ml
A260 =1, c(ssDNA)= 33 ug/ml
A260 =1, c(ssRNA) =40 ug/ml

A260/A280 v rozmezi 1,7 - 1,8 cista DNA

A260/A280 < 1,7 DNA znecisténa proteiny nebo organickymi latkami
A260/A280 > 1,9 DNA znecisténa RNA nebo organickymi latkami
A260/A280=19-2,1 Cista RNA

A260/A280<1,9 RNA znecisténa proteiny nebo organickymi latkami

| RIN10 | _RIN 1

Ja5—
265—

85—

Fluorescence




Gelovad elektroforéza nukleovych kyselin

restrikéni
Stépeni

vzorek DNA

Restrikéni enzymy Stépi DNA na
krat$i fragmenty rdzné délky.

DNA fragmenty jsou pfeneseny do
jamek gelu. Gel je umistén mezi dvémi
elektrodami v eleketroforetické vané,
ktera je naplnéna elektroforetickym

pufrem.
DNA fragmenty migruji v elektrickém
T T} poli ke kladné nabité anodé.
el'' " Qe
i Kratsi fragmenty migruji v gelu
N | [ B " snadnéji a tedy rychleji oproti del$im
! fragmenim a v ¢asovém intervalu

urazi v gelu vétsi vzdalenost.



DalSi elektroforetické metody
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RNA/DNA
N
znaceny NN

hmotnostni \\\;‘ >

standard

vizualizace

’

Autoradiogram

Southerniv prenos

roztok je kapilarnimi silami nasavan
bunicinou skrz gel a membranu

: .. Elektroforéza
: \\ Bunicina
<
R 7 s
: ; '.7-"','»./// .
Elektroforéza 2

Gel
sond.a . . Pufr membrana
hybridizovana ke
komplementarnim
sekvencim
Gel membrana

odmyti
nenavazané sondy

hybridizace se
specifickou
znacenou sondou

DNA/RNA
pfenesena na
membranu



Chromogen Purple

target DNA S
denaturation

probe

~ Magnified view
\ of nucleus with

INBT/BCIF precipitabe ~ | \chromosomes
f L ‘

Tissue sample

Alkaline Phosphatase on slide

Streplavidin

Bintin

Amplified target

/ Magnified %
FISH probe [ viewof TS
portion of \2\_
| DNAin . /

Goor———
\ chromosome

Fluorescent e :
signal FISH probe attaching
= - to section of DNA
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 Fluorescencni in situ hybridizace (FISH)

— Lokalizace vybranych nukleotidovych sekvenci primo v bunkach

— Schopnost jednoretézcové sondy vazat komplementarni usek
cilové DNA fixované na mikroskopickém skle

— TOP2A, EGFR, Her-2/neu

TOP2A normal TOP2A rozsahla amplifikace

e




 Fluorescencni in situ hybridizace (FISH)

— Lokalizace vybranych nukleotidovych sekvenci primo v bunkach

— Schopnost jednoretézcové sondy vazat komplementarni usek
cilové DNA fixované na mikroskopickém skle

— TOP2A, EGFR, Her-2/neu

implifikace

TOP2A norma



Unlabeled
2500

Jenon® labeling reagent
kg antibody labeled Fab fragment)

Alexa Fluor 546 tyramide
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RNA sondy

Dye e
Linear ODN probe O
PR A I o T e L > .1.9.1.1..”..
Target RNA
Donor probe Acceptor probe Acceptor probe ?‘: Donor probe
VT T T T T TTTTT] T A A  TTT T T TTTTT N T O
Target RNA - Target RNA / Au\toligation
@)
f
GFP
MS2
coat
Quencher protein
Probe
PPN AR S — . - e
Target RNA Target RNA MS2 stem loop
Acceptor g GFP or YFP GFP or YFP
molecular N-fragment C-fragment
RNA-binding RNA-binding
protein 1 protein 2
Quencher FRET Quencher Complementation and
activation
Donor dye Acceptor dye

TR Ll 1l 1 T I O O | o G O O e W W o I T I 0 T |

Target RNA Target RNA




Nizkohustotni arrays

RT PCR Znaéena
Izolace RNA + znaceni biotinem cDNA




Prukaz onkologickych markerd pomoci DNA-
mikroaray testu

Tato technika spocivd v umisténi tisicl imobilizovanych DNA
sekvenci oligonukleotidovych znaéek v miniaturizovaném Cipu.

Povrchy jako je sklo nebo plast umoznily vyuzit fluorescencni
signaly, zvyseni reproducibility a rychlosti hybr. kinetiky.

Velmi zjednodusené lze princip Fa
metody: Ne%rve se izoluje vzorek roroxon
DNA z bunek odebranych vysetrované

osobé a ten se oznaci fluorescencnim
¢inidlem. Oznacend DNA se pak
hybridizuje se vzorky urcitych DNA
sekvenci (DNA array) na desti¢ce. Po
promyti se méri fluorecence ha ,DNA-
array’ a hodnoti pomoci pocitace.

*genova exprese

komparativni genomicka hybridizace
*SNP

-sekvenace




Komparativni genomova hybridizace

Soucasna hybridizace dvou vzorkd DNA znalenych odlisnymi
fluorochromy na normdlni metafdazni chromozomy

DNA pacienta (nddorovd) znacena zelené (FITC)

kon’rrolni DNA (zdr. jedinec) znacena cervené (TRITC)

extrakce DNA extrakce DNA

Normalm -' .
é\\% % Nadorova
— —

e

S
=

T—

l Denaturace

Mo, Hybridizace
“Ti=y Denaturace 'rl i D
el | — ) = = | —
.-__:j.- o |I c\. e - LS -___

b iy T
"_'h-“-"r_ - -

Metafaze normalnich chremozomu



Komparativni genomova hybridizace

RNA:
Expression
Clustering

R T o Wl I S 3117

Microarray U

- MO 0T 80 orNOXOECoRIR

Normal Tumour
genomic genomic Genomic DNA!:
DNA DNA Gene Dosage Analysis



Genomova array CGH

A) chromosome s § Il paig | Ening

(140 Mb): 8021 1
782 M 789 Mb\
2 Mb 78.
Sequence Contig: «--~- e
Genomic Clone - ——8Hno— i

Tiling Path: ks iy

Tesposol @ @ @ 209 P PO

the Microarray:
Array onto ; glass slides

B) CGH: U+U +,a

Nur il Tumouw

e e SSEL0 Xz
DNA Microarray Detection .
C) Array Spots: WWM
Copy Numbe S ég & e§°’e’ &
Opy Number AN RS
Analysis: & &3 e oc}‘ %

® S



Vyhody a nevyhody

*neni zapotrebi kultivace
bunek

* (pouziti interfaznich
chromozom)

-odhali delece a
amplifikace vsech
chromozomu buriky
Y Jednom pokusu

*moznd diagnostika
hezhdmé aberace

‘malé mnhozstvi vzorku lze
amplifikovat PCR

‘nelze zjistit balancované
zmény (translokace,
inverze)

‘nelze odlisit diploidni a
tetraploidni ’rumory

*nelze vysetrit zmeny

v telomerickych a

v heterochromatinovych
pericentromerickych
oblastech

‘nutné aby alespon 50%
bunek neslo zmeéenu



Princip PCR

! | —— > == -5
i primer i 7 i
| — | = — = = > : P —
—"’7 1 ! | !
denaturace E annealing E extenze i denaturace annealing  esees i ---------------
dsDNA “*\;\ ! [ |
ssDNA - € - - -—
dsDNA A .
54-——--4— el S
21 =2 kopie | 22 = 4 kopie ' 2" kopii

PCR umoznuje detekovat jediny leukocyt infikovany HIV mezi 10>
neinfikovanych bilych krvinek. K tomu je tfeba onen jediny leukocyt,
obsahuijici sekvenci typickou pro HIV, pomoci PCR rozmnozit. Pfi 30
PCR cyklech se plvodni pocet Cllovych sekvenci znasobi 10° az 10°.



Vyvoj PCR metod

1st

PCR Real-time PCR Droplet Digital PCR



Prubéh qPCR
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intenzita fluorescence

Absolutni kvantifikace

KALIBRACNI KRIVKA
“standard curve”

(C)y (C), (C), podetcykld

Pocet kopii (log N)



Relativni kvantifikace

Fluorescence

V pfipadé relativni kvantifikace je nejdfive provedena normalizace a ziskana tak hodnota AC;
definovana jako AC; = C; V (cilovy gen) — C;R (referencni gen). Nasledné je stanovena AAC; jako:
AAC; = AC; V - AC; K (kontrolni vzorek). Relativni kvantifikace vzorku vzhledem ke kontrolnimu
vzorku je ziskdna umocnénim 2-84¢T



Typy sond:

1. Nespecifické (napr. interkalaéni barviva)
2. Specifické (fluorescencné znacené sondy)
3. Fluorescenéné znacené primery

B
1 88 % e s
2 - @
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Teplota



a Denature \h\v Reporter fluorescence quenched

Primer Probe

Anneal \:; Reporter fluorescence quenched

Reporter fluorescence detected




FRET

3 donorovy fluorofor

Sonda 1 5 akceptorovy

fluorofor S
F'ﬂ Amplifikovana cilova DNA
Sonda 2
1. Probes in solution emit 2. Emission through fluorescence

low fluorescence resonance energy transfer



Princip molekularnich majaku

Amplikon

r SmycCka

* Vlasenka

Fluorescence
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Ad 4) techniky zalozené na kvantifikaci DNA
PCR s alelové-specifickymi primery ARMS (Amplification Refractory
Mutation System) v kombinaci se systémem ,Scorpion”
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Mutacni analyza onkologickych onemocnéni

Kolorektdlni karcinom, ktery patfi k nejrozsirenéjsim nddorovym
ohemochenim v rozyinutych zemich, muze byt pri velmi Casne
diagnéze dspésné |ecitelny gv lokalizovaném stadiu az 90 %).

Existuji genetické abnormality, které vedou ne \lpr've k benigni
proliferaci bunék sliznice tlustého streva 1. k tvorbé polypu, ddle
pak adenomu a nakonec ke vzniku adenokarcinomu, popripadé
adenokarcinomu brzy metastazujicimu.

Asi 1/3 populace mivd po padesatce adenomy tlustého streva; ale jen u
10 % vznikne karcinom. Tyto adenomy mozno klasifikovat podle jejich
velikosti, patologie (makroskopickd struktura) a dysplazie
(mikroskopicka struktura) na mdlo a na vysoce rizikové.

Histopatologicka kritéria nejsou vsak dostatecné objektivni. Mnohem
lepsi je prikaz mutace genu K-ras, ktery patri k protoonkogentm,
uplatriujicim se v kaskddé transdukce signdlu a je tedy ¢dstecné
odpovédny za preménu adenomu na adenokarcinom. Mutace genu K-ras
se vétsinou objevuji v exonu 1, a to bud’ na kodonu 12 (66T) nebo 13
(6GC). Oba triplety (66T i GGC) kdduji glycin. Vznikne-li mutace na
jedné z obou bazi (kupr. GGT®GCT), pak v sekvenci polypeptidu je
glycin nahrazen alaninem.



Stanoveni hladiny miRNA

miRNA
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Princip HRM
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Digitdini PCR

= Partition reagents and sample into 20,000 droplets
= Perform conventional PCR on thermal cycler

= Quantify target nucleic acid by counting sample partitions with a
positive PCR product (fluorescent) and a negative PCR product

= Digital readout provides absolute measure of target DNA

>c q | Sy “X” target

N an®
o 4 < -— Nt -— N
O\ ,<.>< .
0 FOY W Seaave CO IeS
3 P P < P
) < <
I I Lo P >
ol P el X = -

Make Droplets PCR Droplets Read Droplets Results
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http://en.wikipedia.org/wiki/File:Simeon_Poisson.jpg

Analyza exprese u onkologickych onemocnéni

Rozdil v expresnich profilech zdrava x nadorova burika
Nejcastéjsi markery: MGB1, CEA, CK20, EGFR1, C-MYC, TH, TS, ...
Detekce MRD

Leukaemic Burden
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Late relapsy' |_ 101
> Morphological Remission
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Sekvencovani —

[IChemické (Maxam-Gilbetovo) sekvencovani

- priprava koncové znaéenych jednoretézcovych fragmentd

- 4 paralelni vzorky - modifikace jednoho typu bdze, kde je fragment
stépen

1

Enzymatické (Sangerovo) sekvencovani

- Syntéza komplementarniho vidkna k sekvenci kterou identifikujeme

A TGC

- 4 paralelni vzorky - do kazdého jeden dideoxyribonukleotid

OO >—-


http://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:Sequencing.jpg
http://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:GTCATAGCA_in_maxam_gilbert_sequencing.jpeg

Pyrosekvencovani
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Nova generace sekvencovani (NGS)

Vyhody:
* levnési a robustnéjsi (,high-throughput") technologie (masivni paralelni sekvencovani)

» .high-throughput" sekvencovdni umoZfiuje objev gent a regulacnich elementl spojenych napf. se
studovanym onemocnénim

« Cilené resekvencovdni - identifikace mutaci

« RNA sekvencovani - analyza celého transkriptomu

Limitace:

« Znacnd porizovaci cena, relativné drahé analyzy pro mensi rutinni laboratore

« Méné presné ¢teni templdtu (homopolymery), kratsi délky sekvencovanych oblasti (cca 150-500
nukleotidi)

* Ndro¢na analyza dat

Cost per Human Genome

(a) 10000+ (b) 2000+ Prokaryotes
18004 — Eukaryotes ™
® 1000 16004 s 13 years
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Current Opinion in Biotechnology
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NGS: postup

Genomic DNA for
sequencing

|

Fragmented DNA

l

Fragmented DNA with
sequencing adaptors |

l

DNAis attached to a
bead, or immobilised
directly on sequencing
slide

l|l|||]|

l

Clonal amplification of
DNAonbeadsor |
sequencing slide

Beads immobilised on |

slide

|

Sequencing

DNA synthesis
incorporates fluorescently
labeled nucleotides

(]
GATTA

N
GATTA Fluorophore cleaved

v
(<] Cyclical synthesis, with
GATTAC imaging of each
fluorophore in turn

GAT T AC ’

v
GATTACK '

Many molecules sequenced in parallel by imaging
cyclical synthesis on a sequencing slide

TAAC

Each sequence fragment is bioinformatically aligned
to the genome, and potential sequence variants
identified. Here we see a possible heterozygous A>T
single nucleotide polymorphism



DNA enrichment

Fragmented DNA with
adaplors attached
Hybridise lo ‘baits’
complementary to
regions of interest

Separate targel DNA
from background DNA

Elute targeted DNA and
continue with NGS
workflow



454

|eubis juaosaion|4

TACGTACGTACGT

nucleotides



pH change

Ion Torrent/Proton

ﬂ f’\ ﬂ
|\ H/\iﬂx [\

TACGTACGTACGTACST
nucleotides



Illumina




Porovnani

jednotlivych pristupl

. . Chain
lon semiconductor Pyrosequencin Sequencing b Sequencing by termination
Method (lon Torrent y q g que g by ligation (SOLID
. (454) synthesis (lllumina) : (Sanger
sequencing) sequencing) ;
sequencing)
Read length up to 400 bp 700 bp 50 to 250 bp 50+35 g; 50+50 400 to 900 bp
Accuracy 98% 99.9% 98% 99.9% 99.9%
Reads per run up to 80 million 1 million up to 3 billion 1.2 to 1.4 billion N/A
1 to 10 days, depending
Time per run 2 hours 24 hours upon sequencer and 1to 2 weeks 20 minutes to 3
specified read length hours
Cost per 1 million bases
(in US$) $1 $10 $0.05 to $0.15 $0.13 $2400
Potential for high Long individual
Advantages Legs expensive Long read size. Fast. sequence yield, depending Low cost per reads. Useful for
equipment. Fast. upon sequencer model base. many
and desired application. applications.

Disadvantages

Homopolymer errors.

Runs are expensive.

Homopolymer
errors.

Equipment can be very
expensive.

Slower than other
methods. Have
issue sequencing
palindromic
sequence.

More expensive
and impractical
for larger
sequencing
projects.




Princip MLPA

(Mulﬁplex Ligation-dependent Probe Amplification)

ds DNA

DENATURACE (98 C)
ss DNA

ss DNA

HYBRIDIZACE (98 C)

—

L

LIGACE (54 C) Ligaza-65

\—/-—-

<=

inaktivace ligazy pri 98 C

<=

S F PCR
R

pouziti univerzalnich
primeru

—

l fragmentova analyza
SEPARACE



Detekce deleci

A) NORMALNi HOMOZYGOT B) DELETOVANY HOMOZYGOT
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DNA metylace a nadory

Distribuce metylace je v genomu nddorovych bunék casto pozménéna:
rozsahlé hypometylované hypermetylace ve specifickych
oblasti oblastech

‘ . vy ¢ - hypermetylace se v nadorovych bunkach
v nddorovych bunkach dochazi k objevuje v promotorech gend pro
rozsdhlym demetylacim nddorové supresory, genl
repetitivnich sekvenci a stupen GCastnicich se mazrbunecnych
hypometylace koreluje s adhezi, oprav DNA,

R O ER T epigenetické zmény mohou byt

posfu né: DNA metylace a
hypometylace repetitivnich ace histonil f“"Q'UJ' Jako tzv.

sekvenci mize byt ¢asnou 1"'“"5""'95"' reostat”
udalosti kancerogeneze a muze
predisponovat bunku k
prestavbdm genomu
mechanismem rekombinace

hypermetylace promotoru potencialné
reverzibilni: epigeneticka plasticita
muze odrazet dynamiku nékterych
procesu béhem kancerogeneze -
napr. béehem tvorby metastaz

zmeény specifické genové exprese

zmena aktivity i hladingy DNMT



Mutace zprostredkované
metylaci

meC C — T SN
.......................... 2 G
replikace reparace
C |
S G —

Evoluce genu x nddory:

1) amplifikace sekvenci navodi metylaci

2) reverzibilni inaktivace

3) mutace meC - irreverzibilni inaktivace

4) vznikly pseudogen - masivni mutace (bez selekcniho tlaku)
5) vznik a reaktivace genu s novou funkci

x) mutace u nddoru - nové funkce aktivovanych gent



Bisulfitové mapovani

NaHSO;, zvysené pH
1. denaturace =
2. modifikace € na U (bmetC nezméneén)

Q
II'!

3. PCR, sekvenace ST ST T S—T u
o , - C c cc—Cc—C c--
puvodni sekvence - metylovana I S-S S S
modifikovana sekvence - UNM R u-

H\ H H\ H

N~ N 0
HEO NF-*L_,,+
NJ’ H503 +H
© | 503-

cytosin cytosinsulfondt uracilsulfondt uracil



Restrikéni Stépeni

CH3 (|3H3

M_PUCMO—BOOO)PUC
@ digestion by
McrBC
CH3

—Pu(ll— CH3 /\ PuC PuC
PU(|3 PuC PuC

PCR l l PCR
Methylated DNA Unmethylated DNA

McrBC control McrBC control




