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Obecneé vyuziti NGS

SNV = single nucleotide variants (mutace/SNP)
CNV = copy number variation (inzerce/delece)
strukturni aberace (translokace/inverze)
genova exprese (MRNA)
epigenetika (metylované oblasti)
iInterakce DNA-protein




Pristupy NGS: oblast analyz
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Celogenomové sekvenovani (WGS)

Sekvenace celé chromozomalni DNA — uplna informace
0 genomu (pokryty | promotoroveé a regulacni sekvence)

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

2. Resekvenovani - mapovani na referencni sekvenci



Exomoveé sekvenovani

WES = whole exome sequencing

Sekvenovani jen kodujicich oblasti = exom (asi 1 %
genomu)

Exons
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WES a rekurentni ,driver* mutace u CLL
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Cilené sekvenovani

Targeted sequencing

Sangera (az 1% pri vysokem pokryti)
Vyhodné pro sledovani klonalni evoluce nadoru

Vyhody: rychlost, cena, méne prostoru pro skladovani
dat

Pro sekvenovani velkého pocCtu vzorku (screening)
nebo validaci genetickych variant v populaci
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Mutacni analyza genu ATM pomoci NGS
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1.

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
(Illumina), HaloPlex (Agilent Tech.), SeqCap EZ
technology (Roche NimbleGen)



Klinicke vyuziti

 Nejvhodnejsi ,targeted capture”
« Komercni kity:

 diagnostickeé kity (panely genu ruznych
onemocneni)

« nadorové panely (zachyt hereditarnich nadorovych
onemocneni)

« panely genu dle prani zakaznika



Sekvenovani transkriptomu (RNA seq)
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Aberantni exprese u CLL lymfocytu (RNA seq)
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ldentifikace mutaci SF3B1:
synergie ruznych pristupu
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RNA seq - moznosti

Detekce somatickych mutaci, mezigenovych fuzi a
alternativnich sestrihovych variant

Studium ncRNA: regulace proliferace, diferenciace a
apoptozy, regulace genové exprese (miRNA)

Na rozdil od Cipovych technologii neni limitovana
predchozi znalosti genomu, dynamickym rozlisenim
nebo zkrizenou (cross) hybridizaci



NGS a epigenetika

Metylace DNA: 80% C, umiCeni transkripce genu

Bisulfitova konverze + NGS: X
« konverze C — U, Met-C se neméni

« presna identifikace jednotlivych o
metylovanych bazi S

PCR
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000066



Chromatinova imunoprecipitace (ChlP-Seq)
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Mezioborove vyuziti NGS

Studium druhove diverzity (genotypizace):

« fylogeneze zivoCiSnych druhu (Elegren et al., 2012)
 identifikace novych virovych variant (Kapgate et al., 2015)
» Slechténi plodin v zemedeélstvi (Fridman et al., 2012)
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Metagenomika: studium mikrobialniho slozeni v ruznych
typech prostredi (stfevni mikrofléra, zubni plak, puda,
koralové utesy, morske dno)

* bez potreby kultivace
* identifikace patogend,

Genatyping Virulence factor Detection

virulence, rezistence, atd.

Designing Growth Media
Identification of Pathogens
Metabolomics

Taxonomy

) A : Deciphering complex floras
Reverse uaccmuiogy Antibiokic Resistance p 9 P

Community structure and
evolution
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Forenzni
genetika:

Analyza stop
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Vyuziti v mediciné

molekularni diagnostika dedicnych chorob a
infekCnich onemocnénich

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

farmakogenomika (identifikace novych terapeutickych
cilu, studium rezistence)

Onkologie; bezbrehé moznosti!



Zakladni aplikace v onkologqii

molekularni diagnostika nadoru
analyza prognostickych markeru

objasnéni mechanizmu kancerogeneze (mutacni profily
nadoru)

hledani novych rekurentné mutovanych genu
(nezachytitelnych standardnimi metodami)



Prinos NGS v onkologii

 RNA seq: objev novych fuzi genu — mohou byt
vyuzity jako dg markery a potencialni terapeuticke cile
(tkanove specifickeé nebo univerzalni)

 translokace EML4-ALK u nemalobunécného
karcinomu plic

« translokace TMPRSS2-ERG u karcinomu prostaty
« Vyuziti pri sledovani minimalni zbytkové nemoci

(Dong and Wang, Frontiers in Medicine 2012)



 |dentifikace germinalnich mutaci (WES):

« familiarni nadory pankreatu (PALB2)
« dédicny feochromocytom (MAX)
« familiarni melanom (MITF)

e (Cilené sekvenovani:

« detekce mutaci v 21 genech vcetneé BRCA 1 a 2
asociovanych s hereditarnimi nadory mlecne zlazy
a vajecniku (neodhalitelné Sangerem a MLPA)
(Walsh 2010)



transkriptomoveé sekvenovani

NGS -
7y v ba zdravé/nadorové tkané
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Vyuziti NGS v onkologickeé praxi

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

_—
B International
2"l Cancer Genome
J W Consortium

i



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

~ The Cancer
. Genome Atlas

" Understanding A= 5
* | . genomics ad
to improve 2 ¢

‘cancer care

Skrinink novych Iéku na panelu 60 bunécnych linii



Hematoonkologie

Prvni celogenomovy sekvenacni projekt 2008: porovnani
nadoroveho a normalniho vzorku téhoz pacienta s
AML — identifikace dvou znamych a osmi novych
somatickych mutaci

(Ley et al., Nature 2008)

¥ Acute myeloid leukemia



Studium klonalni evoluce AML pomoci WGS: identifikace
somatickych mutaci objevujicich se pfi relapsu
(pravdepodobnée diky cytotoxicke terapii)

clonal fractions gg initial diagnosis day_1 70 first relapsg
B '
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. fionvial . AML @ founding (cluster 1) relapsa enriched (cluster 3) @ relapse specific (cluster 5) +r pathogenic mutations
@ primary spacific (cluster 2) @ relapse enriched (cluster 4) () random mutations in HSCs

Ding et al.,Nature 2012



Vyuziti NGS pri vyzkumu CLL

Objev novych rekurentne mutovanych genu
(WGS, WES) — SF3B1, NOTCH1, BIRC3, MYD&88

(Puente et al., Nature 2012, Quesada et al., Nature 2012)
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Wang et al., New Eng J Med 2011



Klonalni architektura CLL — casné klonalni (del13q, tri12,
MYD@88) a pozdéjsi subklonalni aberace (TP53,
SF3B1) — selekce leCbou a urychleni progrese
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Klinicky dopad TP53 subklonu — ultra-deep sequencing
(median alel. frekvence 2%) — Spatne preziti, evoluce
Klonu pfi relapsu a ucast na vzniku chemorezistence

Sanger sequencing
positive n=35

100%
90%
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g o
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° 4{]‘; Sanger sequencing
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I 30%
20% f . ,
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TP53 mutations

Rossi et al., Blood 2014



Negativni dopad selektovanych mutaci na

preziti
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Malcikova et al., Leukemia 2015



Nase zkusenosti (IHOK FN Brno)

Prechod od Cipovych technologii k NGS — flexibilita, citlivost, rychlost,
cena, presnost

« Ultra-deep sekv. (MiSeq) — klonalni evoluce mutaci v TP53 u CLL,;
citlivost 0,2% (Malcikova et al., Leukemia 2015)

* Detekce ATM mutaci u CLL a MCL (Miseq)
* Detekce mutaci SF3B1, NOTCH1 a BIRC3 u CLL

« Exomoveé sekv. (NextSeq) — germinalni mutace u
hematologickych malignit

« Celogenomoveé sekv. (EMBL, Heidelberg)



Nevyhody NGS

Limity zavedeni do klinicke praxe:

« cena celogenomového sekvenovani (cil 1 000 $
/beh/pokryti 30x, lllumina)

« obrovské mnozstvi generovanych dat (otazka
uchovavani — vysoké naklady)

« absence standardu pro urceni kvality sekv. dat,
rozdilné bioinformaticke strategie

« Obtizna interpretace dat
« eticka otazka nakladani s NGS daty
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