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Ctvrtek 10:00 — 12:50 (3 kredity)

UvobpDO,
Podminky udéleni zapoctu: MOLEKU',ARN'
- 2 protokoly MEDICINY
- prezentace vy'/sled kd Cviceni (biomarkerové studie)
1. Uvod, ndvrh grantovych projektd, hodnotici proces AZV
2. lzolace RNA, méreni koncentrace a kontrola kvality
3. Sekvenovani nové generace, zaklady zpracovani dat
4. qPCR
5. Biostatistika — GraphPad, JMP
6. Kultivace bunék a tvorba rlstovych kfivek
7. Design in vitro studii & CRISPR/Cas9 & Bioinformatika
8. Transientni transfekce & Testy viability a migrace
9. Pritokova cytometrie — bunécény cyklus a apoptdza JiFi $ana, Ondrej Slaby
10. Konzulta¢ni hodina a kolektiv

11. Prezentace

MASARYKOVA UNIVERZITA



Vymezeni pojmu MOLEKULARNI MEDICINA

Obor mediciny, ktery vyviji zptusoby diagnostiky a Iécby nemoci na zakladé
NATIONAL pozndni fungovani gent, proteint a dalSich bunécnych molekul. Molekuldrni
CANCER medicina je zalozena na vyzkumu, ktery ukazuje, jak mohou byt urcité geny,
m INSTITUTE  molekuly a bunécné funkce abnormalni pfi onemocnénich, jako je napfiklad

rakovina.
preklad

Molekularni medicina je Siroky obor, v némz se pouzivaji fyzikalni, chemické, biologické,
bioinformatické a lIékarské techniky k popisu molekuldrnich struktur a mechanismu, k
identifikaci zakladnich molekularnich a genetickych chyb nemoci a k vyvoji molekularnich
g intervenci k jejich napravé. Perspektiva molekularni mediciny klade dlraz na bunécné a
WIKIPEDIA  molekularni jevy a intervence spiSe nez na drivéjsi koncepéni a observaéni zaméreni na
The Free Encyclopedia . T ,
pacienty a jejich organy.

preklad



Vymezeni pojmu MOLEKULARNI MEDICINA

% MOLECULAR
MEDICINE

Termin molekularni medicina se pouziva k popisu role, kterou hraje DNA v lékarské praxi.
Vzhledem k Sirokému uplatnéni DNA v mediciné nelze molekuldarni medicinu povazovat za
tradi¢ni obor, protoze DNA prekracuje jak prirozené hranice, jako je druh, tak umélé hranice,
jejichz prikladem jsou lékarské obory.

preklad

Ondrej Slaby et al.

MOLEKULARNI
MEDICINA

Molekularni medicina je obor zaloZeny na aplikaci poznatkd a metod molekularni
biologie do klinické mediciny vedouci k cilené prevenci a vysSimu stupni integrace
diagndzy a terapie.




Vymezeni pojmu MOLEKULARNI MEDICINA

MOLEKULARNI MEDICINA byva nespravné synonimicky zamé&fovana s pojmy:
- translacni medicina (“from bench to bedside” neboli “od laboratorniho stolu k lUZku pacienta”)

- Interdisciplinarni obor biomediciny, ktery se opira o tfi hlavni pilife: laboratof, Iizko pacienta a
komunita. Cilem translacni mediciny je spojit obory, zdroje, odborné znalosti a techniky v ramci
téchto pilir( a podporit tak zlepSeni prevence, diagnostiky a terapie.

European Society for Translational Medicine, preklad

- personalizovana medicina (individualizovana ¢i adresnd medicina)

- Personalizovana medicina vyuziva informace o genech nebo proteinech konkrétniho ¢lovéka k
prevenci, diagnostice nebo |écbé néjakého onemocnéni. Personalizovana medicina se nejvice
uplatriiuje v onkologii, kde vyuziva zjisténé informace o zhoubném nadoru konkrétniho pacienta,
které pomahaji stanovit diagnozu, naplanovat lécbu, zjistit, jak dobre Iécba funguje, nebo stanovit
prognozu.

Ndrodni zdravotnicky informacni portdl



Vymezeni pojmu MOLEKULARNI MEDICINA

MOLEKULARNI MEDICINA

Cilena prevence, integrace diagnozy
a terapie

TRANSLACNI MEDICINA

VYZKUM

Molekularni epidemiologie
Molekularni patologie
Molekularni diagnostika
Molekularni farmakologie

L » APLIKACE «———

INDIVIDUALIZOVANA MEDICINA

U

KLINICKA PRAXE




Koncepce a hlavni naplii oboru MOLEKULARNI MEDICINA

1 identifikace individualnich genetickych dispozic ke konkrétnim chorobam a formulace preventivnich
opatrfeni (molekularni epidemiologie, nutrigenomika, ...)

2 aplikace molekularné-biologickych metod do klinické diagnostiky (mikrobiologickd DNA diagnostika,
prenatalni diagnostika, ...)

3 zdokonaleni diagnostiky na zakladé presnéjsi formulace onemocnéni zohlednuijici jejich molekularni
patologii (napf. molekularni taxonomie nadoru)

4 identifikace novych terapeutickych cild (molekularnich struktur buriky) co nejvice specifickych pro dané
onemocneéni

5 wvytvareni novych lécebnych strategii (cilena |é¢ba, bunécna terapie, genova terapie, ...)
6 individualizace léc¢by na zakladé genetického pozadi jedince (farmakogenetika/genomika)

7 zdokonaleni a zrychleni transferu technologii z laboratofi k 1Gzku pacienta (translaéni medicina — ,from
bench to bedside®)

8 bioetika a pravo



Vyvraceni dogmatu jedna nemoc = jedna lécba

Pacienti odpovidajici na leCbu A
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Vyvraceni dogmatu jedna nemoc = jedna lécba

Neexistuji dva naprosto stejné pripady téze nemoci

Jen velmi mala cast lidskych nemoci ma jednoduchou, dokonce jedinou pficinu (nékteré dédi¢né nemoci a
zavazné infekce)
| zde - hemofilie, tuberkuldza a AIDS kolisaji individualni priznaky tak znacné, ze je nutné hovorit
pouze o celkovém klinickém obrazu

1. Genetické dispozice ovliviuji prabéh témér vsech nemoci
2. Mohou existutovat rozdilné molekularni podtypy v ramci jedné diagndzy

Priklad molekularni klasifikace karcinomu prsu:
- existuje Sest molekularnich podtypl

Sorlie et al, PNAS, 2001
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Vyvraceni dogmatu jedna nemoc = jedna lécba

A 5 tumor subtypes (based upon Fig 1) B 5 tumor subtypes (based upon Fig 1)
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Vyvraceni dogmatu jedna nemoc = jedna lécba

Nejsou dveé lécby stejné = ucCinky jednoho |éCiva se lisi v zavislosti na genetickém pozadi jedince =
farmakogenetika, farmakagenomika

Volba spravné terapie nikoliv pouze na zakladé diagndzy, ale také vzhledem ke schopnosti organismu
nakladat s prislusnou latkou

(vliv genetiky, vliv prostfedi — interakce slozek potravy)

Farmakokinetika — napf. metabolicka schopnost organismu
CYP2D6 a CYP2C19 — metabolizuji 30 % Iékl nebo kapacita organizmu odbouravat cytostatikum 5-
fluorouracil pomoci enzymu dihydropyrimidin dehydrogenazy. Priblizné 0,2 % pacientl vykazuji jeho
uplnou ztratu
- toxicita, rezistence

Cytochrom je protein, ktery slouZi ke katalyze prenosu elektront béhem metabolickych reakci.
Podileji se na reakci metabolismu léki, kterd urcuje bezpecnost a ucinnost léku u clovéka.



Vyvraceni dogmatu jedna nemoc = jedna lécba

Liver cell
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Metabolism of clomipramine by Liver el

CYP2D6 — formation of less
active metabolites

(NormorGill]

[©Pharmeks |

CYP2D6 ultrarapid
metabolizers — decreased
concentrations of clomipramine
— increased probability of
pharmacotherapy failure

CYP2D6 poor metabolizers —
increased concentrations of
clomipramine — increased

probability of side effects

Metabolism of S-citalopram by
CYP2C19 — reduces drug activity

Elimination via kidney

CYP2Cag ultrarapid metabolizers
— increased metabolism of
S-citalopram — lower plasma
concentrations

Inhibitory zpétného vychytavani noradrenalinu

a serotoninu

- |écba obsedantné kompulsivni poruchy a
deprese

R/S-didesmethylcit
citalopr
propionic

oxid
©PharmGKB

CYP2Cag poor metabolizers —
reduced metabolism of S-
citalopram — higher plasma
concentrations and risk of side
effects.

Metabolism of codeine by
CYP2D6 — formation of
morphine

CYP2D6 ultrarapid
metabolizers — increased
formation of morphine —

increased risk of toxicity

CYP2D6 poor metabolizers —

greatly reduced formation of

morphine — inadequate pain
relief



Vyvraceni dogmatu jedna nemoc = jedna lécba

Nejsou dvé lécby stejné = ucinky jednoho |éCiva se lisSi v zavislosti na genetickém pozadi jedince =
farmakogenetika, farmakagenomika

Volba spravné terapie nikoliv pouze na zakladé diagndzy, ale také vzhledem ke schopnosti organismu
nakladat s prislusnou latkou
(vliv genetiky, vliv prostredi — interakce slozek potravy)

a -\/\) Ligand (EGF, TGFa)
Farmakokinetika V o
— toxicita, rezistence
Farmakodynamika — pfitomnost molekularnich zmén S
(napr. mutace v genu KRAS => necitlivost na anti-EGFR lécbu <) (K T
— gefitinib, erlotinib) S

- rezistence | Activation of signal-transduction |

cascades (for example, MAPK) |
“ N

’ f Invasion and
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proliferation ‘l APODIOSIS | | © o otastasis
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Vyvraceni dogmatu jedna nemoc = jedna lécba

Nejsou dveé lécby stejné = ucCinky jednoho |éCiva se lisi v zavislosti na genetickém pozadi jedince =
farmakogenetika, farmakagenomika

Volba spravné terapie nikoliv pouze na zakladé diagndzy, ale také vzhledem ke schopnosti organismu
nakladat s prislusnou latkou
(vliv genetiky, vliv prostfedi — interakce slozek potravy)

Farmakokinetika
— toxicita, rezistence

Farmakodynamika
- rezistence

Predpoklad farmakogenetiky a farmakogenomiky:

Genetické zmény (prediktivni markery) spojené s fenotypy toxicity a rezistence jsou predem
identifikovatelné.



Vyvraceni dogmatu jedna nemoc = jedna lécba

Nadorova onemocnéni (véechny typy) \
Alzheimerova choroba |

Inkontinence |

Hepatitida C \

Osteoporoza |

Reumatoidna artritida \
|

|

|

|

|

|

Migréna (profilaxe)
Migréna (akutni)
Diabetes

Srde¢ni arytmie ||| G
Schizofrenie “
Deprese (SSRI)

Priimérné procento lécebné odpovédi u nejcastéjSich onemocnéni

»If it were not for the great variability among individuals, Medicine might be a Science not an Art.”
Sir William Osler, The Principles and Practice of Medicine,1892



Historie molekularni mediciny — Bunécna teorie

Jan Evangelista Purkyné

(1787, Libochovice — 1869, Praha)

Zaklady bunécné teorie

1837
prazské Karolinum -
prisoudil burnkam jejich stézejni
vyznam pro Zivot

1839 - protoplazma
“O primitivni substanci ve
vezikulech (burikach)
rostlinného a Zivocisného
embryondliniho téla”

ALE
“... bunky vznikaji z nezivé hmoty ...”

o)

(s

Matthias Schleiden a
Theodor Schwann

1838 a 1839

Formulovali bunécnou teorii

“.. veSkeré Zivé organizmy
jsou tvoreny jednou ci vice
bunkami a ta je zdkladni
strukturni jednotkou vsech
organism ...”

ALE
“... vSechny bunky vznikaji z
blastému ...”

Rudolf Ludwig Karl Virchow
(1821 -1902)

Gyt

1855
Potvrdil bunéénou teorii
“Omnis cellula e cellula”
Kazda bunka pouze z bunky

@15 Heinrich Schliemann, Tréja



Historie molekularni mediciny — Evolucni teorie

Charles Darwin
(1809 — 1882)

ON

THE ORIGIN OF SPECIES
BY MEANS OF NATURAL SELECTION,

o TR

PRESERVATION OF FAVOURED RACES IN THE STRUGGLE

By CHARLES DARWIN, M.A.

LONDON:
JOHN MURRAY, ALBEMARLE STREET.
1859.

1859
On the Origin of Species by Means of Natural
Selection, or the Preservation of Favoured Races
in the Struggle for Life
O vzniku druhu prirodnim vybérem, neboli
uchovdnim prospésnych plemen v boji o Zivot

1858 - Alfred Russel Wallace
(Wallecova linie, Malajsie)

1871
,Pohlavni vybér zavisi na prfevaze urcitych jedinci nad druhymi
stejného pohlavi, coZ se tykd propagace druhd; zatimco prirodni
vybér zavisi na vitézstvi obou pohlavi, v kazdém véku, za
normdlnich podminek Zivota.”

1831 -1836
1742 dn trvajici vyzkumna cesta kolem svéta na lodi HMS Beagle

0 § =)

N
Cocos (Keeling) Is| | e N &
’ Mauritius

Rio de Janeiro

Cape Town

&4 Hobart
-3l Falkland Islands:

druha expedice lodi HMS Beagle



HiStorie mOIEkUIa’rnI medICIny Versuche iiber Pflanzen-Hybriden. 1869 - jestfabnik

Von

Johan Gregor Mendel i e
(1822, HyncCice — 1884, Brno)

Einleitende Bemerkungen.

Kiinstliche Befruchtungen, welche an Zierpflanzen desshalb
P . Vv Vorgenommen wurden, um neue Farben-Varianten zu erzielen,
Zakon (0] unlformlte Fl Wwaren die Veranl g zu den V. h die her besproch
Werden sollen. Die auffallende Regelmassigkeit, mit welcher die-
selben Hybridformen immer wiederkehrten, so oft die Befruch-
, , . tung zwischen gleichen Arten geschah, gab die Anregung zu
Zé kon 0 na hOd ne SegregaC| alel dO Weiteren Experimenten, deren Aufgabe es war, die Entwicklung
der Hybriden in ihren Nachkommen zu verfolgen.
ga met Dieser Aufgabe haben sorgfiltige Beobachter, wie Kol-
Teuter, Girtner, Herbert, Lecocq, Wichura u. a. einen
Theil ihres Lebens mit unermiidlicher Ausdauer geopfert. Na-
mentlich hat Giirtner in seinem Werke ,die Bastarderzeugung
P 7. 7 . 3 im Pflanzenreiche sehr schitzbare Beobacl gelegt,
Za kon 0 nezaV|S|e kom blnovatEInOStl und in neuester Zeit wurden von Wichura griindliche Unter-
suchungen tiber die Bastarde der Weiden veroffentlicht. Wenn
a Iel s noch nicht gelungen ist, ein allgemein giltiges Gesetz fir die
Bildung und Entwicklung der Hybriden aufzustellen, so kann
das Niemanden Wunder nehmen, der den Umfang der Aufgabe
kennt und die Schwierigkeiten zu wiirdigen weiss, mit denen
Versuche dieser Art zu kiimpfen haben. Eine endgiltige Ent-
Scheidung kann erst dann erfolgen, bis Detail- Versuche aus
den hied P Familien vorliegen. Wer die Ar-
m

sod. |

oen
L}

semeno kvét plod stonek

tvar délohy barva tvar barva umisténi kvétl  velikost - . . df’ APOMIXIE
Pokusy s rostlinnymi hybridy \
-

_ /1;;,? N
@ OO e 1865 (publikovdno 1866) >
kulaty Fluté bild Klenuty sluty G2labnf vysoké - U

rostliny

L3 Q@ A Seelh S S5

. )} nizké
hranaty, zelené fialova zaSkrcovany zeleny vrcholové rostliny
svraskaly
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i 1 Arni Pt 1902 — William Bat
Historie molekularni mediciny illiam Bateson

THE QUICK BEQUEST

18.4.05. Merton House

Cn Gy G

1869 — Friedrich Miescher 1900 — Huge de Vries T Qe T s

Dear Sedgewick,

Carl Correns = e A i i o o s oo
beud K b

& Gw(ﬁ"’"" 7 ' Professorship relating to Heredity and Varlation the best title

Tl QA {4 would, | think, be "The Quick p of the Study of

Heredity." No single word In c

izolace nukleové kyseliny - nuklein
- z jader bilych krvinek

Erich von Tschermak

meaning. Such a word Is badly wanted, an

to coin one, "GENETICS" might do. Either expression clearly

genetika
homozygot
heterozygot
alelomorfa




Historie molekularni mediciny

1908 — Godfrey H. Hardy 1909 — Wilhelm Johannsen 1909 — Thomas Hunt Morgan
Wilhelm Weinberg R —

frequency of frequency of
homozygous dominant heterozygous recessive
genotype genotype

p2+2pq+q?=1

frequency of
heterozygous
genotype

gen, genotyp, fenoty

1933 — Nobelova cena



Historie molekularni mediciny 1949 — Linus Pauling

1910 — Albrecht Kossel 1911 —Peyton Rous

1910 — Nobelova cena

NH2 o) 9 vive L. . i -
o pri¢inou anémie srpkovitych bunék je
N XN NH i “nenormalnost” hemoglobinu
</ | /) E \ /)\NHZ -> cesta ke zkoumélnl' g,elnetic!<y ziskanych
N N N~ N 1966 — Nobelova cena mutaci na molekuldrni drovni
H H

beta-retézec 6. pozice - k. glutamovd -> valin



Historie molekularni mediciny

1950 - 1959
Stanley Cohen 1953 — James D. Watson 1957 — Arthur Kornberg
Rita Levi-Montalcini Francis H. C. Crick — :

Rosalind Franklinova
Maurice Wilkins

DNA polymeraza

Severo Ochoa a Arthur Kornberg

za objev mechanizmu biosyntézy
RNA a DNA

Izolace nervového rlistového faktoru 1962 — Nobelova cena 1959 — Nobelova cena

1986 — Nobelova cena




Historie molekularni mediciny

1957 — Francis Crick 1960 — Alfred G. Gilman 1966 — Marshal W. Nirenberg
George Gamow Martin Rodbell Heinrich Mathaei
Severo Ochoa

Qutside
§
Inside
\ d

1994 — Nobelova cena

1968 — Nobelova cena



Historie molekularni mediciny

1975 - 1977 1983 — Kary Mullis
Frederik Sanger
Walter Gilbert ~
Paul Be rg "What if | had not taken
LSD ever; would | have still | fo
invented PCR? ’ 0
g € U d ' k d . - Q
— é 5 *?PGCTACGTA 3 : s:r?otusryodwé:jbtoil:gt it. y .
_ p— é / \ \ . ’ : +
J E Cleavage at: A+G G C C+T K w "‘
— - Rary wviunis
= — E l l l l (Wi ﬁ,ne}"o(rnz‘:ifi«j Nobel Prize In
— = £ “Pect  “PactacPGc PG Chemistry for his discovery of the
A PGCTAC 2PGeTA ?Pee polymerase chain reoction, or PCR)
- I PGCTACGT “PGCTA
% “PGCTACG
: — g A+G G C C4T
A f J - A
- 6 - |r 1993 — Nobelova cena
-— o G
4 - eam |C
3 - A
- | T
1 - eaw (C

Sequencing Gel

1980 — Nobelova cena

1983 — Robert Weinberg

Objev prvniho lidského onkogenu RAS

1984 — Elizabeth Blackburnova,
Carol W. Greiderova
Jack W. Szostak

- —

2009 — Nobelova cena



Historie molekularni mediciny — Genova terapie

Genova terapie

1987 — prvni rekombinantni DNA vakcina pro hepatitidé B,
vytvorenad inzerci segmentu

virové DNA do kvasinkového vektoru

1990 - prvni podani genové terapie (retrovirové vektory s
funkénim enzymem) u pacientky s ADA immunodeficienci -
Ashanthi DeSilva

Klinicka studie se SCID X1 imunodeficienci u 14 déti (u 2 doslo
k rozvoji AL)




Historie molekularni mediciny — projekt HUGO (1988 — 2001)

1985-1990: diskuse o sekvenovani lidského genomu
— “nebezpecné” - “nesmysiné” - “nemozné”

1988-1990: Zalozen HUMAN GENOME PROJECT (HGP)
20 laboratofi z USA, Velké Britanie, Japonska, Francie, Némecka a Ciny

Asi 2800 lidi, vedouci: Francis Collins, NIH

Mezinarodni spoluprace: HUGO (Human Genome Organisation)

Cile:

— geneticka mapa lidského genomu

— fyzicka mapa: marker kazdych 100 kbp

— sekvenovani modelovych organismu (E. coli, S. cerevisiae, C. elegans, Drosophila, mys)
— objevit vSechny lidské geny (predpokl. 60-80 tisic)

— sekvenovani celého lidského genomu (3000 Mbp) do r. 2005 s rozpoctem 3 bil. USD



Historie molekularni mediciny — projekt HUGO (1988 — 2001)

Kvéten 1998

» Craig Venter zaklada soukromou biotechnologickou
spole¢nost CELERA GENOMICS, Inc. a vyhlasuje zamér
sekvenovat cely lidsky genom za 3 roky a 300 mil. USD
metodou whole-genome shotgun, nékolik desitek
zaméstnanct (sponzorovdno Applied Biosystems)

e V té dobé vysledek prace HGP: sekvenovano

cca 4 % lidského genomu.

Celera Genomics & akad. spolupracovnici publikuji draft genomu
Drosophila melanogaster (cca 2/3 z 180 Mbp)

e ... whole-genome shotgun Ize pouzit i pro velké genomy

e ... Lidsky genom: zavod mezi Human Genome Project a Celera Genomics

Unor 2001 - Remiza
HGP publikuje draft lidského genomu v ¢asopisu Nature 15.2.2001.
Celera Genomics publikuje svou sekvenci lidského genomu v Science 16.2.2001.



Historie molekularni mediciny — projekt HUGO (1988 — 2001)

© Genetic _~ Chromosome —__
(linkage) | I - [ || J

mapping
(distances in Genetic markers (about
centimorgans) 200 per chromosome) &
Known gene %
DNA to be mapped . %
© starting DNA THIN [ @ Physical %
3’ end of gene mapping &
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(a) Hierarchical, three-stage approach used by the (b) Whole-genome shotgun approach
public consortium used by Celera Genomics

Pracovnici verejného konsorcia byli zavazani tzv. Bahamskou deklaraci, ktera stanovila, Ze se vysledky sekvenovani musi do 24
hod. vystavit vefejné na internetu, aby vSechna pracovisté mohla vyuzit vysledk( ostatnich. Tato data ovSem vyuzivali i
pracovnici Celery, ktefi ovsem nebyli Bahamskou deklaraci vazani a své vysledky nezverejnovali.



Historie molekuldrni mediciny — sekvenace individudlnich genomti

Craig Venter

Zari 2007, 10 mil. USD

32 million DNA fragmentd, 20 billionu bazi
Total variants: 4.1 million

3.1 million SNPs

4000 genl mélo pozménéné proteinové produkty
Venter netrpi CF ani Huntigtonovou chorobou

OPEN B ACCESS Freely available onine PIOS sioLoay

The Diploid Genome Sequence
of an Individual Human

Samuel Levy'’, Granger Sutton’, Pauline C. Ng', Lars Feuk?, Aaron L Halpern', Brian P. Walenz', Nelson Axelrod’,
Jiagi Huang', Ewen F. Kirkness', Gennady Denisov’, Yuan Lin', Jeffrey R. MacDonald?, Andy Wing Chun Pang?,

Mary Shago?, Timothy B. Stockwell’, Alexia Tsi i', Vineet Bafna’, Vikas Bansal®, Saul A. Kravitz', Dana A. Busam’,
Karen Y. Beeson', Tina C. sh', Karin A. Remi ", Josep F. Abril®, John Gill', Jon Borman', Yu-Hui Rogers’,
Marvin E. Frazier', Stephen W. Scherer”, Robert L. Stnushetg‘, J. Craig Venter'

1 1. Craig Venter Instute, Rockville, Maryind, United States of America 2 Progam in Genetics and Genomic Biology, The Hospital for Sick Children, and Malecuiar and
Medical Genetics, Univesity of Toranb, Toranb, Ortaria, Canads, 3 Department of Computer Scence and Engineesing, Unwesity of Calfomia San Diego, La Jolla,
CGaifornia, United States of Amesca, 4 Genesics Department, Facuitat de Biologia, Univessitat de Baxcelons, Baxcelons, Gatalonia, Spain

James D. Watson

Rijen 2007

Méné nez 1 mil. USD
Publikovdan v GeneBank
Trvalo méné nez 2 mésice

Ndasledovaly sekvenacéni analyzy
dalSich jedinctd z rdznych etnik,
které prinesly podstatné informace
o interpersonalnich rozdilech ve
strukture genoma.
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Nové technologie zalozené na principu masivniho paralelniho sekvenovani
next-generation DNA sequencing technology

Srpen 2009
E Roche
Nature Biotechnology
454 Genome/ Published online: 10 August 2009 | doi:10.1038/nbt.1561
Sequencer . ) o
platfrom Single-molecule sequencing of an individual human
\B=-=:J=-=’ genome

Dmitry Pushkarevifz, Norma F Neffl:2 & Stephen R Quakel

Recent advances in high-throughput DNA sequencing top *+

technologies have enabled order-of-magnitude improvements in
Solexa both cost and throughput. Here we report the use of single-molecule
llumina methods to sequence an individual human genome. We aligned billions

of 24- to 70-bp reads (32 bp average) to ~90% of the National Center

for Biotechnology Information (NCBI) reference genome, with 28x
average coverage. Our results were obtained on one sequencing
instrument by a single operator with four data collection runs. Single-
molecule sequencing enabled analysis of human genomic information
without the need for cloning, amplification or ligation. We determined ~
2.8 million single nucleotide polymorphisms (SNPs) with a false-
positive rate of less than 1% as validated by Sanger sequencing and
99.8% concordance with SNP genotyping arrays. We identified 752
regions of copy number variation by analyzing coverage depth alone

SOLID and validated 27 of these using digital PCR. This milestone should allow
. widespread application of genome sequencing to many aspects of

Applled genetics and human health, including personal genomics.

Biosystems

Délka projektu: 8 tydn(
48 000 USD (Venter 10 MUSD -> HUGO: 3 000 MUSD)

Paralelni sekvenovani miliona sekvenci, celkem 100 — 3000 Mb/run, jednotlivé sekvence dlouhé 20 — 400 bp
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Craig Mello na slavnostnim banketu po udileni Nobelovych cen za rok 2006.



