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(Vysokokapacitni) metodické pristupy v genomice

- kvantitativni PCR/PCR arraye

Relative expression [log?)
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- microarrays (hybridizacni Cipy)

- sekvenovani nové generace (NGS)

Typ technologie Hlavni princip Doplnujici metody Priklad aplikace

amplifikacni kvantitativni PCR reverzni transkripce gPCR array, gPCR

hybridizacni hybridizace NK reverzni transkripce, DNA microarray — exprese, SNP/CNV,
PCR, fragmentace ... arrayCGH apod.

sekvenacni sekvenovani fragmentace, reverzni sekvenovani genomu, transkriptomu,
transkripce, PCR, vysokokapacitni screening mutaci, analyza
hybridizace... komplexnich mikrobialnich vzork( apod.




Hybridizace nukleovych kyselin

- tvorba dvouretézcovych hybridd z dvou jednoretézcovych a komplementarnich molekul

- zalozena na schopnosti denaturace a renaturace NK (annealing)

- dano komplementaritou bazi, tzn. formaci vodikovych vazeb mezi Aa T (pfipadné U) ameziGa C
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dvojSroubovice DNA denaturace renaturaci se obnovi
na jednoduché retézce dvojSroubovice DNA
(po naruseni nukleotidovych (znovu se spoji nukleotidové pary)

para)



Hybridizace nukleovych kyselin

- pfi renaturaci se mohou tvofrit hybridni molekuly DNA/DNA, RNA/RNA i DNA/RNA!

- rozsah renaturace odpovida rozsahu komplementarity sekvenci (homoduplex, heteroduplex)

P Hybridizaéni sonda

- komplementarni k sekvenci
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- dvouretézcové molekuly DNA

- hybridizace v roztoku, na membrané, in situ - jednofetézcové molekuly DNA
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FISH: Fluorescencni In Situ Hybridizace

- mikroskopicka molekularné-cytogeneticka

metoda (80. |éta 20. stoleti)

- cilené vysetfeni predem urcenych

l@@O@QTQO

chromosomovych oblasti/ gen(l/ telomery/
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centromery atd. pacienta

- poutziti fluorescencnich sond s vysokym

stupném komplementarity

- detekce fluorescencnim mikroskopem

- hodnoti se pocet a poloha signalu

fluorescein (zelena fluorescence)
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kumarin (modra fluorescence)



jadro zdravé burky jadro nadorové buriky s translokaci t(9;22)(q34;q11)
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Strukturni chromozomové aberace

Filadelfsky chromozom & fuzni protein BCR-ABL & inhibitory tyrosinkinaz

- 1960 - Filadelfsky chromozom
- 1973 —fuzni protein BCR-ABL
- Tyrozinkinazova aktivita ABL je konstitutivné aktivovana
priblizenim genu BCR v genomu => zvysSené prezivani a
proliferace leukemickych bunék

- Imatinib se vaze do blizkosti vazebného mista ATP BCR-
ABL, a inhibuje tak aktivitu enzymu

Changed chromosome 9

m

Normal
chromosome 9 Chromosomes break
Changed

chromosome 22

Normal (Philadelphia
chromosome 22 chromosome)

ﬁ BCR— — §>BCR-ABL

i
/
o

|
ABL




Variace v poctu genu

Copy number variation (CNV) HER2 receptor

Herceptin
Herceptin

Amplifikace nebo delece jednoho genu nebo
Ea’sti Chromozomu Cell membrane

Signaling
pathways

-> amplifikace onkogenu
-> delece nadorového supresoru
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Klinicky relevantni priklady:

amplifikace HER2: citlivost k Herceptinu (trastuzumab) u karcinomu prsu

delece CDKN2A: spolecné s inaktivaci Rb je spojena s citlivosti k
inhibitordm CDK4/CKD6

amplifikace EGFR: citlivost k cetuximabu u karcinomu prsu a Zaludku




FISH — diagnostickeé vyuziti

Diagnostika melanocytarnich lézi - benigni vs.

maligni (melanom)

- CNV analyza CCND1 (cyklin dependentni kinazy)
a transkrip¢nich faktor(l RREB1, a poCtu

chromozomu 6 — ¢tyrbarevna FISH

malign benign

Karcinom prsu

- zvySeny pocet kopii genu HER2 predpovida citlivost na trastuzumab (Mab)

Karcinom plic

- translokace genl ALK (fuze EML4-ALK) a ROS1 predpovidaji citlivost k inhibitoriim

tyrosinkinaz



FISH — diagnostické vyuziti
Dalsi aplikace

- karcinom prsu - zvyseni poctu kopii genu HER2 je podminkou pro nasazeni MAb (trastuzumab)
- karcinom plic - pfitomnost translokaci gen ALK, ROS1 predikuje uc¢innost 1é¢by
- preimplantaéni geneticky screening (PGS) vybranych chromosom( (chromozomy 13, 15, 16, 18, 21, 22,

Xay)

Limitace

casové narocné, nutna optimalizace

limitovany pocet abnormalit — pocet barev

neni vhodna pro screening

malo citlivy na detekci ztraty chromosomu nebo delece oblasti/gen(



Komparativni genomova hybridizace (CGH)

- stanoveni relativniho poctu kopii mezi dvéma genomy
- nelze detekovat balancované translokace a inverze, obecné kvantitativni zmény

- soucasna hybridizace dvou vzork( DNA znacenych odliSnymi fluorochromy na normalni metafazni

chromozomy fixované na podloznim skle
sonda

- DNA pacienta (nddorova) znacena zelené (FITC) ﬂ
- kontrolni DNA (DNA zdravého jedince) znacena cervené (TRITC)
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Princip chromozomové CGH

extrakce DNA extrakce DNA
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Vysledek chromozomové CGH w
: . . , v : )

- vizualizovan pomoci fluorescen¢niho mikroskopu

- pro kazdy fluorochrom je obraz sniman kamerou do pocitace

v

specialni software méfi intenzitu obou fluorochromu podél kazdého chromozomu

vysledkem analyzy: CGH profil - pomér intenzit signalt obou fluorochromu

pomeér 1 = nedoslo k zadné kvantitativni zméné T——

pomeér <0,75 = delece

pomeér >1,25 = duplikace, amplifikace




Vysledek chromozomové CGH - NBL
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- Nutnost kvalitniho materialu (chromozomy, DNA)
array

- Nahrazeni chromozomu fragmenty DNA

dvoudimenzionalni
usporadani

mnoha sond
DNA

Cipové technologie/microarrays (mikro, nano, ...)&p

- metoda CGH probihajici na Cipu, tzv. array-CGH

DNA RNA
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Chromosome DNA  Gene promoters mRNA mRNA variants microRNAs



Genomova array CGH (aCGH)

- druhd pol. 90. let

- stejny princip jako CGH

genomicka DNA - fragmenty DNA uchyceny na skle/Cipu
______________ fragmenty DNA

/ - fragmenty na presné dané pozici

- opacné znaceni kontrolni a sledované DNA

nez u CGH

- opét pocetni i strukturni zmény v genech




Genomova array CGH (aCGH)

Reference DHA Test DHA = material gained in test genome
W = smterinl lost in test genome
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Array-CGH analysis

1 Mb array-CGH (NMC BAC-array with 18.000 DNA spots)

6 Kb array-CGH (Agilent oligo-array with 244.000 DNA spots)

Platformy aCGH

Cilené (hot spot)
Chromozomové

Celogenomové
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Genomova array CGH (aCGH)

RozliSovaci schopnost aCGH zavisi na

Reselution Coverage typu pouzitého vektoru — tzn. na délce
a  Cytogenetics Karyotyping > 10 Mb Complete a mnoistvi nanadsenych fragmentl a
SKY >2 Mb Complete
Traditional CGH > 2 Mb (cytoband) Complete na jejich skutecném zastoupeni v
FISH (interphase) = 20 Kb Probe Specific , .
FISH (metaphase) > 100 Kb Probe Specific ramci genomu.
b aCGH BAC 100 Kb (Spectral Genomics - 2 Mb) Complete V kazdem prlpade J€ vsak Fadove Vyss
FONA 2th benes Only ne? u chromozomové CGH!!!
Oligo (60-mer) 0.06 Kb Complete

Typy Cipu podle fragmentu

tilling
assays

YAC [Yeast Artificial Chromosomes] (0,2-2 Mb)

Pstl~

pUVBBAC

Bl
i

BAC [Bacterial Artificial Chromosomes] (300 kb) ST e

PAC [P1-derived Artificial chromosomes] (130-150 kb)
cDNA (2 kb)

mensi fragmenty souvisle pokryvajici

genom/sledovanou oblast = vyssi

0aCGH - oligonukleotidy (0,06 kb) rozliSovaci schopnost



DNA microarrays (Cipy)

Miniaturizované zarizeni nesouci na svém povrchu imobilizované fragmenty nukleovych kyselin v presné
urceném usporadani. Tyto fragmenty jsou sekvencné derivované tak, aby mohly specificky hybridizovat s

testovanym genetickym materialem, ktery je predem specidlné oznacen za ucelem posthybridizacni

detekce.

Agilent cDNA - . Ventana Alk-1
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Actual strand = 26 base pairs




Zakladni déleni DNA cCipu e

Dle charakteru detekce

pasivni — pracovni podminky pro vsechny hybridizacni jednotky jsou stejné — Affymetrix, Agilent —_—
aktivni — pracovni podminky kazdé hybridiza¢ni jednotky lze ovlivhovat individualné — Nanogen

Dle typu sond
cDNA Cipy — Agilent
oligonukleotidové Cipy - Affymetrix

Dle poctu sond
vysokohustotni DNA Cipy (celogenomové) — Affymetrix, Agilent, ...
nizkohustotni DNA Cipy (stovky gen() — Eppendorf, Superarray, ...




Agilent

Glass slide microarray Affymetrix Gene Chip
Ag l I e nt VS. Affy m et FiX Testovaci RNA (cDNA) Referencni RNA (cDNA)
znacena Cy5 znacena Cy3 Testovaci RNA (cDNA)

znacena biotinem
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cDNA cCipy (Agilent)

- jako sondy cDNA (komplementarni DNA)
- transkriptom
- posledni dobou vytlacovany oDNA Cipy

- vyuziti cDNA knihoven (mMRNA—>cDNA)

cDNA knihowvma Ehnes
PCR lif Tk wloZzena L
amplifkace viozen
ch I'II.E} _purpuci primen:} ?
specifického pro dany

gen nebo vektor o ___—

Maneseni afixace cDMNA s ond

cDNA EXPRESNi KNIHOVNA

mRNA -> reverzni transkripce -> cDNA ->
fragmentace-> + univerzalni vektor -> inkorporace
do plasmidQ -> transfekce bakterii -> uskladnéni
bakteridlnich klond v jamkovych destickach -> (1
bakteridlni klon obsahuje plasmid s jednim cDNA

fragmentem)



Vyroba cDNA cCipti

- materialy pro snadnou imobilizaci DNA sond (sklo) — povrch se musi upravit
- silany na povrchu (aldehyd) + amin na 5 konci sondy = kovalentni vazba (Shiffova baze)

- na povrchu poly-L-lysin - sonda se vaze elektrostatickymi silami

Nanaseni cDNA

- Cipova¢
‘ l - Microarrayer
- Spotter

dalsi slide







Vyroba cDNA cCipui

1) Kontaktni systémy
a) bez zasobniku
- pIné hroty (solid pins)
b) se zasobnikem (250-1000nl)
- pfepravi 0,25 — 5nl,
hybridiza¢ni jednotka 75-350 um
- Stérbinovité hroty (split pins)
- pinzetovité hroty (tweezers)

II) Bezkontaktni systémy

a) ,ink-jet” (kapacita az 10000nl)
- piezoelektricky (4-100nl)

- elektromagneticky (0,05-10nl)
b) ,, bubble-jet”

Nanaseci télesa

i
:

h}f

N R

Deliver

drop
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Move
jets




cDNA cipovy experiment

Hybridizujeme na jednom  Cipu
znacenou ss-cDNA  ziskanou z
testovaného a referencniho vzorku.
Proto je nutno kazdou ss-cDNA oznacit
rozdilnym fluorochromem.

Standardné: referencni ss-cDNA je Cy-
3 — zelené a testovana ss-cDNA Cy5 -
cervené

Po hybridizaci nasleduje  vymyti
prebytecného materidlu a Cteni
(skenovani) cipu pomoci fluorescen-
¢niho skeneru

Cy3 Cy5§ _gﬁg_ log, [g_igi
-+260 |10000(50.00 564
4800 | 4800 | 1.00 0.00
180680( 300 | 0.03 -4.91
Cy3 SniZzena exprese genu
Cy5 Zvysena exprese genu

0 A N= N A O®

Excitace hybridizacnich
jednotek dvéma las erowvymi
paprs ky. Intenzita zareni
emitovandho odBSnymi
fluorochromy odpovida
ohsahu testované [Cya) a
referenéni (Cy3) cDNA na
prislusné jednotce,

Pomer Cyd/Cy3 je wyjadien
v pseudobarevném
zobrazeni

Hyhridizace
Cy3- Smichani Cy5-

) referencni testovana

: Syntéza cDNA cDMHA

jednovldknové
rgi-to - —

cD'NA, znacené el LI
TH [\j-,?‘nﬂ‘ﬂl:mmse_ A A o

cencnimi latkami B TTTTTTTT A & TTTTTTTT

Ly3 a Cyd

B uriky / ta / :
referencni @ @
vzorek Testovamy vrorek Eestnwﬁ wrorek
1 nebo referencni C.2



oDNA cCipy (Affymetrix)

- oligonukleotidové Cipy

- jednovlaknové fragmenty NK o délce =25 bazi

PRIPRAVA OLIGONUKLEOTIDOVYCH SOND

MRNA sekvence daného genu -> virtualné

vyselektovano 11-20 specifickych oDNA
usek(l reprezentujicich dany gen ->
reverzni transkripce do sekvence cDNA ->
fotolitograficka syntéza prfimo na povrchu

Cipu

Referentni hvbridizacni jednotka

Combining databases, empiric knowledge

5 ATG sTOP ¥

Probe set: - at least 11 unique oligos (25-mers)
- spread over 600 bp 3-end

- spread over the whole chip

- match-mismatch oligos
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- TETGATGETGGEGAATGGETCAGAAGGACTCCTATGTGGGTGACGAGGCC

AATGGGETCAGAAGGACTCCTATGTG Fister Mt Unign
AATGGGTCAGAACGACTCCTATGTG Muswch (higs

Perfect maich probe celb

Fluorescence lntersity [nnage
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Vyroba oDNA cCipu

série masek
- nukleotidy s protektivni skupinou
- ozareni UV svétlem

- zaclenéni do retézce
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Light features

Klady a zapory Lens

Lithographic mask Microarray (wafer)

- Mnoho masek

1.28 cm

- Nakladna vyroba

+/- Komer¢ni vyroba

+ Vysoka hustota sond

6,5 mil hybridizaénich jednotek
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bioinformaticka analyza

oDNA cCipovy experiment

RNA

. / biotinizace
e, AAAA RT ‘\ IVT B
e~ AAAA * \\ * /—B
N AAAA \ —B
N "
b B

B
/ 4_ N, fragmentace

barveni

skenovani
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Mikrocipy — diagnostické vyuziti

- Agilent Oligo Microarray kit, Agilent Technologies - 60-ti nukleotidové proby

- analyza exprese 70 nejdUlezitéjsich - analyza exprese 80 genu, které
genl spojenych s recidivou klasifikuji podtypy karcinomu prsu a
karcinomu prsu odpovéd na systémovou lécbu
AGENDIA AGENDIA
MAMMAPRINT BLUEPRINT
Provide Physician Guidance Results and Treatment Insights
I I | | ! |
Pfinos Zadny pfinos Zadny pfinos Roste pomaleji Roste rychleji Roste rychleji
chemoterapie chemoterapie chemoterapie Pravdépodobnd  Lze &asto Usp&3né Obvykle nereaguji
Prinos endokrinni  Prinos endokrinni Bezpecna redukce odpovéd na |éCit cilenou anti- na endokrinni
|écby léCby endokrinni lécby endokrinni lécbu  HER2 terapii nebo anti-HER2
léCbu

Nedavny prevod MammaPrint z testu zaloZeného na mikrocipech na NGS!



Zakladni zpracovani dat

prevod obrazové informace (digitalizovany obraz) na numericka data
software identifikuje jednotlivé spoty
rozdéleni pixel( na popredi (intenzita spotu) a pozadi

kvantitativni data/ kvalitativni (signal-to-noise ratio)

Background
Scratches Dust particle signal

Pixel

-Kvalita Cipu
-Identifikace spoti
-Kvantifikace signalu
-Méreni pozadi

-Odstranéni hodnot
(mimo rozmezi)
Bright array elements -Odecteni pozadl

‘bleeding’ into nearby Spot signal Spot area to
spots be surveyed




Zakladni zpracovani dat

pred statistickou analyzou chceme minimalizovat nebiologickou variabilitu (technologickd)

- nutna normalizace dat

- porovnani napf. exprese genll mezi rznymi hybridizacnimi béhy

- vychdzi z predpokladu, Ze pocet gent se zménénou expresi je méné neZ genli s nezménénou

- Uprava stfedni hodnoty exprese (prizplisobeni distribuce vSech poméru intenzit k hodnoté celkového

medianu k hodnoté 1)

Pred loess normalizaci Po loess normalizaci

ANt iy Lokalni 2 . -
Neparametricka lokalni vaZzena regrese LOWESS s ‘odhad -

- tzv. vyhlazovani -

- zavislé na intenzité signalu ' .y EERA I g e o w3
Wen o° fe o

- odhadnuti lokalnich trendl/regrese

- odettenl od pdvodnich hodnot ol
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Zakladni statisticka analyza dat

Height

30
SRR NS [ S ! [ |

20

0 5 10

=

UCA-2
uca-33
UCA-38
UCA-12

Nerizené(unsupervised) metody

vstup pouze namérené hodnoty
shlukovaci analyza — dendrogram

analyza hlavnich komponent (PCA)

Variables factor map (PCA)
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,Supervised” metody — testovani rozdilti

hodnoty i dalsi informace

Fold change

statisticka vyznamnost zmény

Volcano plot: AD versus controls
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Shlukovaci analyzy

Hierarchické shlukovani — hledame geny/vzorky s podobnym chovanim

- iterativni porovnavani expresnich profilQ

- podobnost vyjadrena hierarchickym stromem - dendrogramem
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Priklad vyuziti hierarchické shlukovaci analyzy
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Supervised metody

- geny s reprodukovatelnou signifikantné rozdilnou expresi mezi
jednotlivymi podminkami experimentu (zdravy vs. nemocny)

- testovani rozdill

- fold change a statisticka vyznamnost této zmény

- t-test, ANOVA, linearni modely nebo neparametrické testy
(Wilcoxonlv, Kruskal-WallisGv)

- SAM (significance analysis of microarray) — multiplicita testovani

Priklad:

- Kritickda hodnota pravdépodobnosti a=1 %/ 5 %

- Tzn. 1% testl vyjde vyznamné nahodou

- Microarray — 20 000 gen( = 200 genu falesné pozitivni
- SAM — permutace a odhad FDR (false doscovery rate)
- QQgraf
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DNA—_ RNA

Gene Alternat :
”:ﬂ.A "Exp-ressjon— S;Egnge ey mlRNA —b

SNP Cipy (SNP arrays)

Chromosome DNA Gefie promoters mMRNA mRNA variants microRMNAs

Mezi lidmi je priblizné 99,9% shoda v sekvenci DNA
Zbyvajicich 0,1 % nas Cini jedine¢nymi (jak vypadame, nemoci, kterymi budeme trpét, ...)

SNP = single nucleotide polymorphism, jsou jednonukleotidové polymorfni znaky

Za geneticky polymorfni je povazovan znak s nejméné dvéma geneticky podminénymi variantami
v jedné populaci, které se nachazi v takovych frekvencich, ze i zfridkava ma frekvenci alespon 1%.

Celogenomové mapy SNPs jsou dostupné ve webovych databazich

- pfiblizné 1 SNP na 1.000 bp

- 90 % genl obsahuje alespon 1 SNP

- 15 miliont SNP



Affymetrix SNP Cipy

Mapping 10K array => Mapping 100K array => Genome-wide Human SNP array 5.0 (500K) => Genome-wide Human SNP
array 6.0 (1.8 million)

Figure 1: Cverview of the Genome-Wide Human SNP Assay 5.0/6.0.
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Affymetrix SNP Cipy

How the GeneChip” HUSNP™ Array Calls Genotypes

[TETT A LA pnLA MkLA

PA P PMA PMA A

rvB rmE FnB F0B FnB
B B mnB mmB MMB

Reference
Sequence . .

,GGTGATT&TGE.&ECT.AETAT,“
Probe Sequence
Kk CCACTAATACATGGATGATA wvuA
N CCACTAATACTTGGATGATA mun
CCACTAATACCTGGATGATA B
c

Alele B CACTAATACGTGGATGATA wB

Genomic DNA referﬁ-nl:e sequence
(:_
Tiling

Cluartet

PhA TTECAGTGCAAG T ACAGTAAGCTCA

MM A TTGECAGTGCAAS A ACAGTAAGCTCA
FME TTGECAGTECAAS G ACASTAAGCTCA
MME TTGCAGTECAAS C ACAGTAAGCTCA

Pro kaZdou alelu 5 sond

+

5 pdrovych sond s nukleotidovou
zdménou (sum pozadi)

Pritomnost SNP
Hledané alely: AA, AB, BB
Intenzita signalu: pocet kopii



. Detekce SNP
Affymetrix SNP Clpy Pocet kopii daného genu (amplifikace, delece,...)

Ztrata heterozygotnosti
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Trend: More Microarray Applications

RNA

DNA TN
20GH e

Chromosome DNA

Gene Altern
— ChIP/LA —Exbressiom Spicng, — MIRNA —»

Gene promoters /mRNA mRNA variants microRNAs
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ChiIP-on-chip technologie

- kombinace chromatinové imunoprecipitace a Cipové technologie

- které geny jsou regulovany znamymi transkripcnimi faktory/DNA vazebnymi proteiny?

< genomic DNA - :
M iTa —— *‘m iTa ——

malrix

o antibody

cross-link P
and shear

-
- purify,
ChIP-on-chip wet-lab portion of the workflow 1| ampiy
and label
hybndization
<, 00 %b
3
5
fluorescence tag

DMNA microarray

Protein/DNA interakce
Napf. Agilent Technologies...



Technologie Cipu k detekci methylace CpG oblasti

-V soucasnosti nejpouzivanéjsi EPIGENETIKA —
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4305493023
A

Hybridize to tiling array

B8 ¥ IPI > D ipl a %

Identify methylated cytosine il '
across genome §'— ATTCGCGCTTAAGGCCTGCTGCGCATATAGCGCA —— 3 Napt. lllumina, Agilent Technologies...
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Trend: More Microarray Applications

DNA RMA—
Alternate
m= Splicing =

Chromosome DNA  Gene promoters mRNA MRNA variants/ microRNAs
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Technologie exonovych Cipli

- umoznuje detekci sestfihovych variant zndmych genl

- sondy pro kazdy exon znamych i predikovanych gen( -> sestfihové mapy

- exon junction — sondy proti sestfihovym mistim

axon 1 axon 2 exon 3

pre-RNA Transcript —%—

axon 4

il N\

Probe layout: Microarray platform:

standard expression

isoform b

| | | | ] splice junction

Isoform 1 Isoform 2 Isoform 3
[ I | | || ] | |
Conventional Array Probes
T e o

All Exon Array Probes

i

o bt —h

il

exon-centric

Alternativa - analyza fuznich transkriptt



Trend: More Microarray Applications

DNA RNA

e Gene Alternat :
@':_ SNPs - ChIP/LA ‘Expre:siun— Splicing| = MiRNA —

Chromosome DNA  Gene promoters mRNA mRNA variafts microRNAs
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mikroRNA microarray

analogicka technologie jako u DNA ¢ipl

XX, GeneChip miRNA Arrays (Affymetrix)

130 ng celkové RNA
verze 4.0 2578 lidskych miRNA
+ 2025 pre-miRNA, 1996 snoRNA

SurePrint Human miRNA Microarrays
(Agilent Technologies)
100 ng celkové RNA
verze 21.0 format 8x60K
2549 lidskych miRNA

g .-
RNAmolecule

ATP
Poly APolymerase

I Poly (A) tail
s' — 3'

Poly (A) tailed RNA Biotin-labeled 3DNA®

o'./
@ o
B

TTTT NNNN
Biotin-labeled RNA

FlashTag Ligation Mix
Ligase

1 Biotin detection with
o Streptavidin-PE

Single Feature
- on Affymetrix® GeneChip®
miRNAArray



Zaver

v soucasnosti nahrazovany NGS
- limitace poctem fragmentu od jiz znamych gent, miRNA, atd.
- cena (nemuze soupefrit s NGS)

- neni explorativni experiment ve spravném slova smyslu

- poutziti spisSe v klinické diagnostice (aCGH, SNP, DNA, methylace)



