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Souhrn

Methylace DNA je epigeneticka modifikace, ke které nejcastéji dochazi na patém
uhliku v cyklické struktuie cytosinu. Tato kovalentni Uprava DNA je esencidlni pro
spravny vyvoj organismu a je dilezitou soucasti procesu inaktivace chromozomu X,
imprintingu a regulace exprese genetické informace.

V této bakalaiské praci je popsana strucnd charakteristika methylace DNA, jeji
vznik a vliv na expresi gend. Dale jsou v této praci zminény a popsany piiklady
epigeneticky modifikovanych gent, které maji vyznamny podil na vzniku rakovinnych
onemocnéni. Vzhledem k faktu, Ze methyla¢ni profil bunc¢k lze detekovat pomoci
sekvenacnich technik, jsou v dalSich kapitolach popsdny principy a vyuziti sekvenacni
metody nové generace pouzivané na platformé Illumina a dale jsou vysvétleny vybrané
metody detekce methylace DNA a formaty souborti pro analyzu sekvenacnich dat.

Experimentalni Cast této prace se zaméfuje na celogenomovou detekci
methyla¢nich profildi DNA pomoci metody Methyl-Capture sekvenace na platformé
[Nlumina a nasledném zpracovani vystupnich dat. Hlavnim cilem prace bylo detekovat a
identifikovat methylované oblasti v genomech bunééné linie HCT116 odvozené od
kolorektalniho karcinomu, které mohou mit uréitou roli v navozovani rezistence bunck

vuci demethylaéni latce decitabinu.



Summary

DNA methylation is an epigenetic modification, which mainly occurs at the fifth
position of carbon in the cyclic structure of cytosine. This covalent modification is
essential for regular development of organisms and is an important part of processes such
as X-chromosome inactivation, imprinting and regulation of gene expression.

In this thesis there are described basic characteristics of DNA methylation, its
formation and effect on gene expression. Further, there are mentioned and described
examples of epigenetically modified genes, which have significant role in carcinogenesis.
Due to the fact that methylation profile of cells can be detected by sequencing techniques,
in the next chapters there is also described method of next generation sequencing used on
the platform produced by Illumina, several methods of detection of DNA methylation and
chosen format files used for analysing sequencing data.

The experimental part of this work is focused on the whole-genome detection of
DNA methylation profiles by Methyl-Capture sequencing on platform created by Illumina
and data processing. The main object of this work was to detect and identify methylated
regions in genomes of the HCT116 cell line derivated from cancerous colorectal cells,
which can have an important role in inducing resistance to demethylating drug decitabine.
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1 Uvod

Methylace DNA je kovalentni epigenetickd modifikace, prostfednictvim které je
v eukaryotickych bunikdch methylova skupina pienesena na paty uhlik v cyklické struktuie
cytosinové baze. K takovym reverzibilnim uUpravam dochazi nejcastéji v palindromatické
sekvenci 5'-CpG-3°. Tyto CpG dinukleotidy vytvarteji tzv. CpG ostrivky, coz jsou mista
Vv genomu s vysokym obsahem po sobé jdoucich cytosinovych a guaninovych bazi. Oblasti
s velkym poctem CpG dinukleotidii se vyskytuji v promotorovych sekvencich u vice nez 50
% vSech lidskych geni, neni tedy piekvapivé, Ze methylace DNA ma urcity vliv na aktivitu a
genovou expresi. K methylaci DNA dochazi v bunikach pfirozené enzymatickou aktivitou
DNA methyltransferaz, mize vSak vznikat i v dasledku alkylac¢nich reakci.

Methylace DNA je také velmi dilezita pro spravny vyvoj organismu, methylové skupiny
pripojené na cytosinové baze totiz tvori tzv. methylacni profil bun€k, ktery je u riznych typt
bunck odlisny a je odrazem tkanové specifické exprese gend. Tyto vzory methylace DNA
vznikaji v dlsledku stfidajicich se procesti methylace a demethylace a jsou zakladany jiz brzy
v embryogenezi. Methylace DNA ma také velky vyznam v riznych bunénych procesech
jako je diferenciace buné€k, imprinting nebo také inaktivace chromozomu X.

Je jiz znamo, Ze zvySena methylace DNA (hypermethylace) vede k potlaceni transkripce
genetické informace. Methylové skupiny jsou totiz schopny zabrafovat piistupu
transkripénich faktorii k vlaknim DNA nebo se na tyto modifikace mohou vazat methyl-
vazebné proteiny. Methyl-vazebné proteiny jsou nasledné schopny interagovat s histonovymi
deacetylazami a samotnymi chromatinovymi komplexy a tak wudrzovat chromatin
v kondenzovaném stavu, ktery je transkripéné inaktivni. Naopak hypomethylace DNA,
celogenomové snizeni methylace, vede casto k aktivaci umlcené genetické informace.
Aberantni methylace pak mize byt nastrojem pro nespravné vypnuti ¢i zapnuti ur¢itych gend
zapojenych do rdznych bunéénych procesti a tim mize indukovat vznik rakovinnych
onemocneni.

Methylaéni profil bun€k je mozno sledovat rliznymi metodami. V praktické ¢asti této
bakalaiské prace byla pouzita technika Methyl-Capture sekvenace, jejimz principem je
vychytavani vysoce methylovanych oblasti DNA prostfednictvim MBD proteinii navazanych

na magnetickych kulickéach a nasledném NGS sekvenovanim.



2 Cil prace
Teoreticka ¢ast

e Seznamit se s problematikou methylace DNA, zejména v souvislosti s nadorovym
bujenim.

e Sepsat reSersi o zakladnich epigenetickych zménach ve vybranych typech nadort.

e Sepsat reSerSi o moznostech detekce methylomového profilu pomoci sekvenovani
nové generace (NGS).

e Seznamit se s problematikou sekvenovani na platformé Illumina MiSeq/HiSeq a

moznostech zpracovani dat s vysokym sekvenaénim pokrytim.
Prakticka cast

e Zvladnuti izolace DNA z bun¢k a jeji fragmentaci.

e Analyza fragmentované DNA pomoci mikroCipové elektroforézy pomoci Agilent
Bioanalyzer.

e Zvladnuti piipravy obohacené methylované DNA pomoci principu ,,MethylMiner*
resp. ,,methyl capture®.

e Zvladnuti pfipravy sekvenacni knthovny pomoci kitu Illumina Nextera XT.

e Spolupracovat pii sekvenovani vzorka obohacené methylované DNA.

e S kooperaci se spolupracovniky se seznamit s problematikou zpracovani sekvena¢nich

dat z methylomovych analyz.
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3 Epigenetika

Genetika je obor zabyvajici se dédicnymi zménami v genetické aktivité nebo
abnormalitach ve funkci gent, které jsou zpuisobené zménami v sekvenci DNA. Takovymi
aberacemi mohou byt bodové mutace, delece, inzerce nebo naptiklad translokace. Naproti
tomu epigenetika studuje dédicné zmény ve fenotypové expresi genomu, ke kterym dochazi,
aniz by byla pozménéna sekvence DNA. Epigenomy pak poskytuji informace o vzorech,
podle kterych se struktury (naptiklad methylové skupiny) vdzou na DNA a histonové
proteiny, a podavaji také informace o interakcich mezi riiznymi ¢astmi chromatinu. Zaroven
epigenomy obsahuji udaje o regulacnich elementech v DNA samotné, jednak o elementech,
které lezi v promotorovych oblastech, ale také o téch, které se nachazeji ve vzdalenych

sekvencich enhancer.

3.1 Methylace DNA

DNA methylace je jedinou pfirozenou modifikaci nukleovych bazi. Jelikoz methylaéni
vzor DNA odpovida expresi genti, mize byt DNA methylace pouZzita jako prostfedek pro
analyzu RNA nebo exprese proteinli v rakovinnych buiikach.

K modifikaci DNA methylaci dochazi u prokaryotickych i eukaryotickych bunék a
jejimi produkty jsou nejéastéji N6-methyladenin, N4-methylcytosin a 5-methylcytosin (Laird
et Jaenisch, 1996). V prokaryotickych bunkach je methylovan adenin i cytosin a methylace
zde vykazuje ochrannou funkci vuci cizi DNA (Wilson et Murray, 1991). V piipadé
mnohobunéénych eukaryotickych organismi probiha methylace pouze na cytosinovych
bazich a tento dé& je v bunkach spojen s kondenzovanou strukturou chromatinu a inhibici
genové exprese (Bird et Wolffe, 1999). Methylaéni modifikace DNA u savci byly
detekovany ihned po objeveni DNA jakoZto genetického materialu (McCarty et Avery, 1946).

Védci se domnivaji, ze jednou z pftic¢in vzniku methylace by mohlo byt uml¢ovani
repetitivnich sekvenci. Ptiblizn€ 45 % savciho genomu tvoii pohyblivé a virové elementy,
pti¢emz vétsina z nich je uml¢ena methylaci nebo mutaci 5-methylcytosinu na thymin (Shultz
et al., 2006; Walsh et al., 1998). Této umlCovaci schopnosti se také vyuziva v procesech, kde
je nutno dosahnout potlaceni transkripce, tedy pfi imprintingu a inaktivaci chromozomu X.

Methylace DNA byla dlouho povazovana ,,pouze za hlavni mechanismus represe
genové exprese. Dalsi studie ale ukazaly, ze spravné€ regulovana methylace DNA je esencialni
pro embryogenezi, diferenciaci bun¢k a dokonce muze zprosttedkovavat v urcitych piipadech

i expresi gend (Suzuki et Bird, 2008).
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3.1.1 Methylace cytosinu

Methylace cytosinové baze v palindromatické sekvenci 5-CpG-3° je reverzibilni
kovalentni modifikace DNA, kde methylova skupina svou orientaci smétuje do velkého
zlabku (Jaenisch et Jdhner, 1984). V genomu savci se vyskytuje piiblizné¢ 3 X 10" 5-
methylcytosinovych bazi, ze kterych je vétSina soucasti CpG dinukleotidi (Bestor, 2000).
Bylo ale také zjisténo, ze methylované cytosiny se nachazeji také na mistech v sekvencich
DNA mimo CpG dinukleotidy, avSak jejich vyznam a funkce neni jeSt€ zcela znama
(Woodcock et al., 1987). Lister et al. (2009) detekoval v sav¢ich kmenovych bunkach velké
mnozstvi non-CpG methylace a navrhnul, Ze by tato modifikace mohla byt zodpovédna za
udrzovani pluripotence.

Jako prvni objevil modifikovanou bazi cytosinu v roce 1948 Rollin Hotchkiss, ktery
také predpokladal, Ze se takto upraveny cytosin vyskytuje v DNA zcela piirozené (Hotchkiss,
1948). Piipojeni methylové skupiny na cytosinovy zbytek muze byt vysledek dvou odlisnych
déjt. Prvnim z nich je aberantni interakce cytosinovych bazi s alkylacnimi ¢inidly, v druhém
pfipadé mize byt methylace DNA pfirozenym disledkem enzymatické reakce, jedna se o tzv.
biologickou methylaci (Laird et Jaenisch, 1996). Katalyzatory biologické DNA methylace
jsou enzymy DNA methyltransferazy (DNMT), které ptenaseji methylovou skupinu z S-
adenylmethioninu (SAM) na paty uhlik cytosinu za vzniku 5-methylcytosinu, ktery tvoti 1 %
celé jaderné genetické informace lidské bunky (Moore et al., 2012; Ehrlich et al., 1982).

Proces methylace cytosinové baze je zndzornén na Obrazku 1.

NH, NH,
| SAM-CH, SAM

|
0 7 1y

CH,

() N DNMT
Cytosine 5-Methylcytosine

Obr. 1: Konverze cytosinu na 5-methylcytosin pomoci enzymu DNA methyltransferazy
(DNMT) (pievzato z: Gibney et Nolan, 2010)

3.1.1.1 CpG dinukleotidy

V genomu savci se obecné CpG dinukleotidy vyskytuji v malém mnozstvi, to je
Z nejvetsi pravdépodobnosti zplisobeno velkym potencidlem cytosinu deaminaci mutovat na
thymin (Coulondre et al., 1978; Bird, 1980). Je také zajimavé, ze CpG dinukleotidy jsou po

celém lidském genomu rozmistény asymetricky. Oblasti bohat¢ na CpG dinukleotidy se
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stiidaji s iseky DNA, které ve svych sekvencich obsahuji nizky pocet CpG dinukleotidii.
Zaroven plati, ze ne vSechna CpG mista jsou methylovana a tyto odlisné methyla¢ni vzory

jsou pro kazdy typ tkané specifické (Bird et al., 1985; Cedar et Bergman, 2009).
3.1.1.2 CpG ostriivky

CpG ostruvky (CGI) tvoii mén€ nez 1 % celé DNA a jsou preferencné lokalizovany
vV promotorovych oblastech u vice nez 50 % vSech lidskych gend. Nicméné i pies tuto
skutecnost bylo zjisténo, ze CGIl se nevyskytuji v oblastech obsahujici bézné promotorové
elementy jako je naptiklad TATA box (Carninci et al.,, 2006). Vazebnych mist pro
transkripéni faktory, jejichz sekvence jsou bohaté na obsah C a G nukleotidi, je velké

mnozstvi. Je tedy pravdépodobné, ze CGI posiluji vazbu transkripénich faktord na tato

.....

.....

Do nedavna se predpoklddalo, ze mista s transkripénimi regulacnimi oblastmi, ve
kterych se objevuji CGI, vykazuji tkanoveé specifické methylacni vzory. Dalsi studie ale
methylaci velmi vzacné (Maunakea et al., 2010). Misto toho regiony zvané ,bichy* CpG
ostruvki (CpG island shore) lokalizované az 2 kb od samotnych CGI, vykazuji silné
konzervované vzory tkanové specifické methylace a stejné jako u samotnych CGI methylace
CpG biehu vysoce koreluje sredukovanou expresi gent. Oblasti DNA vzdalené 2 kb od
téchto ,,bfeh” jsou oznaCovany jako CGI ,mél¢iny* (CGI shelves). Jednotlivé zminéné
regiony DNA obsahujici vysoky poc¢et CpG dinukleotidii jsou zobrazeny na Obrazku 2.
Oblasti tkanové specifickych methylovanych bieht se oznacuji jako T-DMR regiony (tissue-
specific differentially methylated regions), které se oproti CGI v 96 % piipadi vyskytuji
mimo promotory. Jako C-DMR oblasti jsou oznacovany odlisné¢ methylované oblasti DNA
vyskytujici se v rakovinnych bunikach (Izzarry et al., 2009).

Jak jiz bylo zming, CGI jsou na lidskych chromozomech distribuovany nerovnomeérné,
kdy na nekterych chromozomech je pocet ostruvkt vys$i nez na jinych. Naptiklad
chromozomy 19 a 22 jsou bohat¢ na CGI, zatimco naopak na chromozomu 18 bylo
detekovano malé mnozstvi CGI (Zhu et al., 1993). Tento nepomér soucasné¢ odpovida

distribuci genti na jednotlivych chromozomech (Antonarakis, 1994).
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CGIT Shelf CGI Shore CGI Shore CGT Shelf

Obr. 2: Ilustrace CpG ostravku (CGI) s obklopujicimi CGI biehy (CGI Shore) a CGI
mél¢inami (CGI Shelf) (pfevzato z: Van Dongen et al., 2014)

3.1.1.3 DNA methyltransferazy

Enzymy zodpovédné za methylaci DNA u savct se déli do dvou kategorii. De novo
DNA methyltransferazy 3A a 3B (DNMT3A a DNMT3B) katalyzuji methylaci na CpG
mistech, které pfed tim nebyly timto zpisobem modifikovany. Do druhé skupiny se fadi DNA
methyltransferaza 1 (DNMTL), ktera béhem replikace kopiruje existujici methyla¢ni vzory na
nové vznikajici vldkno. V sav€ich bunkach se také nachdzi DNA methyltransferaza 2
(DNMT?2), ktera ale nevykazuje zadnou methyla¢ni aktivitu (Okano, 1998a).

DNMT1, DNMT3A a DNMT3B jsou si strukturné velmi podobné. N-konec téchto
polypeptidi slouzi jako regula¢ni doména, na C-konci se nachazi doména s katalytickou
aktivitou. I ptes tyto podobnosti maji ale vSechny tyto tfi enzymy v buiice jedine¢né funkce a

jsou exprimovany odlisné (Yen et al., 1992; Xie et al., 1999).

3.1.1.3.1 DNA methyltransferaza 1

Funkci DNMT]1 je zachovani jiz existujicich methylaénich vzord, a proto se tomuto
enzymu také {ikd wudrzovaci methyltransferaiza. DNMT1 ma vysokou afinitu
k hemimethylované DNA, coz ji umoziuje b&éhem replikace katalyzovat methylaci nové
syntetizovaného vlakna DNA podle vlakna templatového (Yoder et al., 1997).

DNMT]1 je nejintenzivngji transkribovana béhem S faze bunééného cyklu a je velmi
dilezita pro spravny zarode¢ny vyvoj a Zivotaschopnost rakovinnych bunck. Nékteré studie
ukazaly, Ze kompletni vypnuti tohoto enzymu zplsobuje bunécnou smrt rakovinnych bunék
kolorektalni linie HCT116 (Robertson et al., 2000; Li et al., 1992; Chen et al., 2007). To
pravdépodobné souvisi stim, Ze DNMTI je exprimovand dveéstékrat vice v buitkach
kolorektalniho karcinomu nezli v normalnich bunkach sliznic (El-Deiry et al., 1991). Zaroven

je také v bunice pfitomna v mnohem vétsim mnozstvi nez ostatni DNMT (Bestor, 2000).
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3.1.1.3.2 DNA methyltransferazy 3

Proteiny DNMT3A a DNMT3B jsou schopné katalyzovat methylaci CpG dinukleotidd
jak methylované, tak i nemethylované DNA, jedna se o tzv. de novo methylaci (Okano et al.,
1998b). Je tedy logické, Ze geny pro tyto enzymy vykazuji vyS$Si expresi vV kmenovych
bunkach, ze kterych diferenciaci vznikaji builkky s odliSnym vzorem exprese genetické
informace, zatimco v somatickych bufikach jsou exprimovany mnohem slabé&ji (Okano et al.,
1999). Oba enzymy, DNMT3A a DNMT3B, vykazuji podobné kinetické parametry a jsou
tedy schopny se navzajem do jisté miry nahrazovat. I pfes tuto skute¢nost je nacasovani jejich
exprese a tkanova specifita u obou proteini rizna (Aoki et al., 2001; Suetake et al., 2003;
Watanabe et al., 2002). DNMT3A je exprimovana ve vSech bunkach, zatimco k expresi
DNMT3B v diferenciovanych buiikach s vyjimkou §titné zldzy a kostni dfen¢ dochazi ziidka
(Xie et al., 1999).

Do proteinové rodiny DNA methyltransferaz 3 také patfi protein DNMT3L (DNA
(cytosine-5)-methyltransferase 3-like), ktery je podobny DNMT3azam vobou N- a C-
koncovych oblastech, ale sam nevykazuje Zadnou enzymatickou funkci. Pfesto fyzicky
interaguje s DNMT3A a DNMT3B a pomahd témto enzymim regulovat jejich katalytickou
aktivitu (Suetake et al., 2004). Protein DNMT3L vlastni PHD homeodoménu, kterou maji ve
své struktufe i DNMT3A a DNMT3B (Aapola et al., 2000) a komplex DNMT3L-DNMT3A-
DNMT3B je tak pomoci této PHD domény schopen interagovat s proteiny, transkripénimi
faktory, histonovou deacetylazou a histonovou methyltransferazou (Fuks et al., 2000; Fuks et
al., 2003). K expresi DNMT3L dochazi nejvice béhem zarodecného vyvoje a v dospélosti se
tento protein objevuje pouze v burikach brzliku (Aapola et al., 2000).

Methylace je proces, ktery probihd vzdy pouze na jednom komplementarnim vlaknu
DNA, proto mize byt de novo methylace, ktera vede k modifikaci obou vlaken, povazovana

za proces se dvéma po Sob¢ navazujicimi jedno-fetézcovymi reakcemi (Cheng, 1995).

3.1.1.3.3 O6-methylguanin DNA methyltransferaza

Nekteré druhy methyltransferaz se podileji na opravé mist ve struktufe DNA, které
byly chemicky alkylovany. Jednim takovym enzymem je O6-methylguanin DNA
methyltransferaza (MGMT), které se také nazyva opravna DNA methyltransferaza. MGMT
katalyzuje opravu O6-methylguaninu zpét na guanin, pficemz dochazi k pfesunu methylové
skupiny z cyklické struktury guaninové baze na molekulu cysteinu uvnitt MGMT (Olsson et
Lindahl, 1980). Bylo prokazano, ze tento enzym se v dusledku chyb v jeho aktivité podili na
vzniku rakoviny (Laird et Jaenisch, 1996). Studie z roku 2002, ve které byl sledovan vliv
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represe transkripce MGMT genu, ukazala, ze hypermethylaci promotorové oblasti pro MGMT
dochazi k potlaceni exprese toho genu, coz mélo za nasledek vznik mikrosatelitové nestability

v rakovinnych bunkach zaludku (Bae et al., 2002).
3.1.1.4 Methyl-vazebné proteiny

Cytosinové baze modifikované methylaci jsou rozpoznavany methyl-vazebnymi
proteiny (MBP), které se tfidi do tiech proteinovych rodin — MBD, UHRF a Zinc finger, které
se na tyto mista vazou a nasledné¢ umoziuji nebo naopak zabraiuji rtiznym proteinim Vv

pristupu k vlaknaim DNA (Moore et al., 2012).

3.1.1.4.1 Proteinova rodina MBD

Do rodiny MBD (methyl-binding domain) patii proteiny MeCP1, MeCP2, MBD1,
MBD2, MBD3 a MBDA4. Proteiny MBD1, MBD2, MeCPla MeCP2 (methyl-CpG-binding
domain protein) vytvati vazbu pfimo s methylovanou DNA a ve své struktuie obsahuji TRD
doménu (transcriptional repression domain), ktera umoziluje interagovat S riznymi
represorovymi komplexy (Nan et al., 1998; Ng et al., 1999; Sarraf et Stancheva, 2004).
Ptiklady represorovych komplexii vazajicich se na methylovand mista DNA, které zptisobuji
potlaceni transkripce, jsou uvedeny nize v kapitole Vazba methyl-vazebnych proteinti.

MBDI1, MBD2, MBD4 a MeCP2 rozeznavaji na vldknech DNA mista s CpG
dinukleotidy, se kterymi mohou nasledné interagovat. Pro tuto vazbu, pii které dojde
Kk pokryti oblasti o velikosti pfiblizné 12 bp a zabranéni piistupu dal§im MBD proteiniim, je
v sekvenci DNA nutna pfitomnost asponn 1 methylovaného CpG dinukleotidu (Nan et al.,
1993). Ve struktute proteinu MBD3 se vyskytuji ur€ité substituce aminokyselin, které této
vazbé na CpG dinukleotidy zabranuji (Prokhortchouk et al., 2001).

3.1.1.4.2 Proteinové rodiny UHFR a Zinc finger

UHRF1 a UHRF2 (ubiquitin-like with PHD and ring finger domains) jsou
multidoménové proteiny, které vytvareji vazbu s cytosinovymi bazemi pomoci jejich DNA
vazebnych SET a RING domén (Hashimoto et al., 2008; Hashimoto et al., 2009). Ptesto
UHRF proteiny primarn¢ jako DNA-vazebné proteiny a represory transkripce nefunguji
(Bostick et al., 2007).

Proteiny patfici do rodiny proteinii s zinc finger motivem se na DNA vaZou
prostfednictvim zinc-finger domény a do této skupiny patii proteiny Kaiso, ZBTB4 a
ZBTB38 (Zinc Finger And BTB Domain Containing) (Prokhortchouk et al., 2001; Filion et

al., 2006). Kaiso se na rozdil od ostatnich proteint vazajicich se na methylovou skupinu
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cytosinu preferenéné vaze na 2 po sobé jdouci methylované CpG dinukleotidy (Daniel et al.,
2002).

3.1.2 Demethylace DNA

Demethylace DNA je charakterizovana jako pasivni nebo aktivni dé&j, pfiCemz k
pasivni demethylaci dochazi v délicich se buinkach. Jelikoz enzym DNMT]1 aktivné udrzuje
methylacni profil délicich se bun¢k béhem replikace DNA, pak jeho inhibice nebo dysfunkce
umoziuje zachovani nové zabudovaného cytosinu zistat v nemethylovaném stavu a tudiz
snizuje celkovy stupen methylace v kazdém nasledujicim dé¢leni. Aktivni DNA demethylace
muze probihat jak v délicich se bunkach tak i v bunikach nedélicich, tento proces ale vyzaduje
enzymatické reakce k navraceni methylovaného cytosinu do jeho nemethylovaného stavu
(Mayer et al., 2000; Oswald et al., 2000; Parousch et al., 1990; Zhang et al., 2007).

Aktivni demethylace probiha prostiednictvim série chemickych reakci, které vedou
k dalsim modifikacim 5-methylcytosinu a to pomoci deamina¢nich nebo oxidacnich reakci.
Deaminace DNA je zprosttedkovana enzymy deamindzami, které katalyzuji odstépeni
aminové skupiny z fetézce nukleotidové baze (Morgan et al., 2004). Dochazi tak k neshodé
kompatibility protilehlych vlaken DNA a musi dojit v této oblasti k oprave, jejimz vysledkem
je demethylace. Takovy produkt deaminace je pak rozeznavan opravnym systémem BER
(base excision repair), ktery nahrazuje pozménénou bazi za nemodifikovany cytosin (Bhutani
etal., 2011).

Mezi enzymy, které aktivné demethyluji DNA, patii také S-methylcytosin
glykosylaza, ktera odstranuje methylovany cytosin z DNA a nechava deoxyribozu
neporusenou (Fremont et al., 1997). Dalsim takovym enzymem je protein MBD2B, ktery
postrada glykosylazovou nebo nukleazovou aktivitu a tucastni se demethylace DNA
prostfednictvim hydrolyzy 5-methylcytosinu za vzniku cytosinu a methanolu (Ng et al.,
1999).

3.1.3 Imprinting

V oplodnéném vajicku se vyskytuji vzdy dvé kopie kazdého chromozomu, tedy dvé
kopie od kazdého genu, jedna od otce a druhd od matky. U vétSiny genli funguje exprese obou
alel rovnocenné, v genomu se ale vyskytuji i tzv. imprintované geny, které maji béhem vyvoje
diferencia¢ni a komplementarni funkci.

Imprinting je proces, pii kterém je jedna alela v paru vypnuta. Jeho vlivem se tedy

schémata exprese genll od Mendelovského vzoru znaéné lisi. O tom, jestli budou jednotlivé
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geny inaktivni nebo ne, rozhoduje jejich ptuvod, tedy to po kom byly zdédény. Konkrétni gen
je exprimovan v piipadé, ze pochazi od ,,spravného* rodice, a pokud je dédén po druhém
z predka, pak je trvale inaktivni. V pfipad¢€, ze je gen lezici na matefském imprintovaném
lokusu exprimovan, pak je tato imprintovana Kkopie genu v bunikach potomkd vypnuta,
zatimco exprese kopie genu zdédéného po otci probiha normalné. Stejny princip exprese plati
i pro geny imprintované na lokusech otce (Phillips et Lobo, 2008).

Obrovskou roli v rozliSovani mezi imprintovanymi geny dédénymi po otci a po matce
ma methylace DNA, kterd piedstavuje tzv. genetickou pamét’ buiiky. Jak jiz bylo zminéno,
nékteré geny obsahuji ve svych sekvencich useky s CpG dinukleotidy, které mohou byt
pomoci DNA methyltransferaz modifikovany. Tato methylace, ktera probiha ihned po
replikaci, se pak epigeneticky dédi na potomky. Imprintované geny jsou tedy ,,0znafeny*
prostfednictvim methylaénich znacek specifickych pro genomy rodi¢ti a toto oznaceni
umoziuje regulovat zhutnéni chromatinu pomoci specifickych proteint, které rozeznavaji 5-
methylcytosinové baze. Tyto modifikace mohou byt béhem gametogeneze odstranény a
nasledné znovuobnoveny tak, aby odpovidaly pohlavi rodice, ktery tyto gamety produkuje
(Ariel et al., 1995; Phillips et Lobo, 2008).

Naruseni normalniho imprintingu mize vést k bialelické expresi imprintovanych genti
a mize mit za nésledek vznik genetickych abnormalit nebo rakoviny (Reik, 1989; Brenton et
al, 1995).

3.1.4 Methyla¢ni vzory a profily bunék

Methyla¢ni vzory vznikaji v disledku dynamickych procest methylace a demethylace
DNA (Yoder et al., 1997). Methyla¢ni profily bunék u jedinci jednoho druhu jsou
Vv korespondujicich typech bunck stejné, naopak tyto vzory jsou odlisné v riiznych typech
bun¢k jednoho organismu. Jednotlivé methylacni strategie jsou zaloZzeny bé&hem
gametogeneze (Razin et Riggs, 1980) a Kk jejich zménam u savcu dochazi béhem vyvoje
(Monk et al., 1987).

V pribéhu embryogeneze, V obdobi pted nidaci, dochazi ke globalni demethylaci
DNA a zaniku methyla¢niho vzoru obou gamet. Nasledné po zahnizdéni vajicka do d€lozni
sliznice vznika de novo methylaci novy methylacni profil bunky (Jaenisch et Jahner, 1984).
Tato celogenomova methylace probiha také béhem gametogeneze obou samcich i samicich
gamet a podili se na ustanoveni imprintingu. K replikaci téchto methylac¢nich vzort dochazi v

S fazi bunécného cyklu (Wiegler et al., 1981).

18



Methylacni vzory DNA v somatickych bunkach jsou vSeobecné povazovany za
relativné stabilni a nedochazi u nich k velkym zménam. Naproti tomu methylace histonovych
proteinti se mize béhem bunécného cyklu velmi ménit. Je prokazano, zZe i1 pres tyto odliSnosti
jsou methyla¢ni mechanismy DNA a histoni navzajem propojeny. Oba procesy b&hem
replikace spolupracuji na predavani uréitych specifickych methyla¢nich vzort z rodicovskych

buné¢k na potomstvo (Sarraf et Stancheva, 2004).
3.1.5 Methylace DNA a jeji role v regulaci exprese genetické informace

S prvni hypotézou, podle které methylace a demethylace DNA ovlada expresi gent
béhem vyvoje, pfisli v roce 1975 panové Riggs, Holliday a Pugh (Holliday et Pugh, 1975;
Riggs, 1975). Jak se domnivali, exprese tkanove specifickych genti je zalozena na reverzibilni
methylaci a demethylaci ur¢itych sekvenci DNA, ktera reguluje interakci regula¢nich
sekvenci s transkripénimi faktory (Nan et al., 1998).

Regulace exprese eukaryotickych gent je komplexni proces. Iniciace transkripce je
vysoce kontrolovand a jednotna udalost, do které jsou zapojeny cis-ptisobici a trans-ptisobici
faktory. Cis-pisobicimi faktory jsou sekvence DNA, které souzi jako substrat pro faktory
trans-pusobici.

Zvysena aberantni methylace, hypermethylace, promotorovych oblasti genu, je
spojena s abnormalni inhibici transkripce téchto sekvenci, =zatimco methylace
Vv transkribované oblasti ma na expresi dané¢ho genu variabilni u¢inek. Mezi geny, u kterych
byla zjisténa hypermethylace promotord, patéi tumor supresorové geny, geny pro regulaci
bunééného cyklu a geny podilejici se na opravé parovani bazi (Jones, 1999; Singal et al.,
2002). Zaroven plati, Ze geny s omezenym vzorem exprese jsou pravdépodobné vice nachylné
k aberantni methylaci, nezli je tomu u siln¢ exprimovanych gent (Feltus et al., 2003).

Hypomethylace DNA, celogenomova redukce methylace cytosinovych bazi, je
epigenetickd aberace, kterd se podobné jako hypermethylace shromazd’uje ve stdrnoucich
Nejcastéji k ni dochdzi na CpG dinukleotidech uvniti mobilnich a repetitivnich sekvencich
(satelitni DNA, retrotranspozony a sekvence LINE). Bylo zjisténo, ze demethylace repetic v
pericentrické oblasti podnécuje vznik chyb v rekombinaci DNA a neptesnou duplikaci DNA
(Suzuki et al., 2006). Demethylace mobilnich elementi pak muze vést ke zméné v organizaci
genomu, zvySeni frekvence zlomui vldken DNA a tim k ovlivnéni chromozomalni stability,

coz je jednim z ryst objevujici se v rakovinnych bunkach (Vaiopoulos et al., 2014). Regulace
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exprese genetické informace prosttednictvim zmény v methylaci CGI promotorové sekvenci

DNA je schematicky znazornéna na Obrazku 3.

% expression
CGl promotor
—00-0—O-00— Gene —
hy pomethylated

ilenced
CGl promotor X S
—000—800 80— Gene

hy permelhylated

O Unmethylated CpG
® Methylated CpG

Obr. 3: Regulace exprese geni prostiednictvim hypermethylace a hypomethylace CGI
promotorovych oblasti (upraveno podle: Horii et Hat, 2013)

K inhibici exprese genil ovlivnéné methylaci DNA mulze dochazet dvéma zplsoby.
Prvnim je umlCovani genti v disledku inhibice interakci DNA-vazebnych faktort
S piislusnymi modifikovanymi sekvencemi DNA (Watt et Molloy, 1988), nebo mohou
methyl-vazebné proteiny (MBP) spolupracovat s transkripénimi korepresory a tak piimo

zastavit genovou expresi (Nan et al., 1998; Nan et al., 1997).
3.1.5.1 Interference s transkrip¢nimi faktory

Jak jiz bylo zminéno, methylové skupiny na vldknech DNA mohou zplsobovat
inhibici transkripci gent. K tomu miZze dochazet rovnéz prostiednictvim redukce vazebné
afinity transkripénich faktord vi¢i DNA a interferenci S iniciaci transkripce (Clark et al.,
1997; Prendergast et Ziff, 1991). Pocet transkripénich faktord, které jsou methylaci
cytosinovych bazi ovlivnény, je limitovan pouze pro podskupinu faktor, u kterych se
v mistech jejich vazby na DNA nachazeji CpG dinukleotidy. I pfesto methylace ovliviiuje
Sirokou $kalu riznych promotorovych oblasti (Jones et Laird, 1999).

Vyznamnou roli v regulaci vlivu methylace DNA na expresi genli ma rovnéZ vlastni
sila promotoru ptislusného genu. Slaby promotor je mozno umlcet modifikaci nékolika CpG
dinukleotidd, zatimco silné promotory by takova methylace potlacit nedokazala (Boyes et
Bird, 1992). Kumlceni genové exprese muze dochazet i prostfednictvim methylace
cytosinovych bazi lezicich mimo promotory (Hug, 1996). Represe samotna je ale mnohem
silnéjsi, kdyz jsou CpG dinukleotidové sekvence upraveny piimo v oblasti promotoru (Nan,
1997).
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3.1.5.2 Vazba methyl-vazebnych proteini

Regulace genetické exprese mize byt také zaloZzena na vztahu methylace DNA s
methyl-vazebnymi proteiny. Tyto MBP proteiny jsou schopny se vazat na methylové skupiny
a interagovat s histonovou deacetylazou a samotnymi chromatinovymi komplexy, ¢imz
dochdzi k stabilizaci kondenzovaného chromatinu a potlaceni exprese dané oblasti DNA
(Newell — Price et al., 2000).

Jednim takovym methyl-vazebnym proteinem indukujicim potlaceni transkripce je
napiiklad protein MeCP2, ktery na sebe vaze multiproteinovy potlacujici komplex, korepresor
mSin3A a histonové deacetylazy HDAC1 a HDAC?2 (Pazin et Kadonoga, 1997). Tyto enzymy
katalyzuji odstépeni acetylové skupiny z lyzinovych zbytkli na histonech H3 a H4. Interakce
mezi pozitivné nabitymi lysiny s DNA omezuje pohyblivost nukleozomu na DNA, a tak
zpusobuje neptistupnost promotoru k transkripénim mechanismaum (Ura et al., 1997). Vazba
represorového komplexu Sin3A a HDAC proteinti na MeCP2 zptisobujici potlaceni exprese
genetické informace je znazornéna na Obrazku 4.

K reaktivaci exprese genl je nutna demethylace odpovidajicich sekvenci DNA a
represivni komplex musi byt nahrazen komplexem aktiva¢nim, ktery naopak katalyzuje
acetylaci histoni H3 a H4. Tim dochazi k formaci struktury chromatinu, ktera je pro
transkripcni faktory ptistupna (Wolffe, 1997).

Inaktivace gentl, ktera je zptusobena methylaci CGIl, muze byt také zprostiedkovana
proteinem MeCP1 (Boyes et Bird, 1991). Represorovy multiproteinovy komplex je tvofen
methyl-vazebnym proteinem MBD2 (nebo MBD3) a korepresorovym komplexem NuRD,
jehoz soucasti je histonova deacetylaza HDAC1 a HDAC?2, protein Mi-2, ktery se podili na
ptestavbach struktury chromatinu, proteiny RbAp46 a RbAp48 (Retinoblastoma-associated
proteins 46 a 48) vazajici se na histony a protein MTA (Metastasis-associated protein) (Wade
etal., 1999).

e methylated CpG

... A—
HDACs Sin3A

Target gene

Obr. 4: Potlaceni genové exprese indukované vazbou HDAC-Sin3A komplexu na

methylovanou oblast DNA (pfevzato z: Regione et al., 2012).
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4 Epigenetické modifikace v karcinogenezi

Jako rakovina je oznaCovadna skupina onemocnéni, které mohou vznikat z bunék
odli$nych tkani. RGzné typy nddord se od sebe mohou lisit v rychlosti jejich progrese, n¢které
rostou velmi agresivné, u nékterych proces karcinogeneze probihd pomaleji. Jelikoz je kazdy
typ nadorového onemocnéni jedinecny, musi byt 1écba jednotlivych typt také odlisna. U
nekterych je mozno dosahnout uplného zastaveni rakovinného bujeni, u jinych ptipada se to
zatim nedafi (Pecorino, 2002).

Nédorova onemocnéni se déli do dvou skupin, na maligni a benigni. O maligni nadory
se jedna tehdy, kdyz se z epicentra nadoru uvolnuji buiiky a napadaji okolni tkan¢. V piipadé
benignich nadort tyto bunky okolni tkdné nenapadaji. Pojem metastazovini oznacuje situaci,
V obou ptipadech, malignich i benignich nadorti, prokazatelné¢ dochéazi k poruse v systému
kontroly bunééného dé€leni, coz je nasledek genetickych a epigenetickych zmén v danych
bunkach organismu (Pecorino, 2002).

Vznik nadorovych onemocnéni je iniciovan mutacemi nebo epigenetickymi aberacemi
kritickych gent. Tyto mutace jsou pfi¢inou poskozeni biochemickych pochodi a vedou
k deregulaci proliferace bun¢k. Pokud neni bunééné déleni regulované, pak se bunky déli
nepfetrzité, rostou jedna ptes druhou a tvofi nador. Existuji dvé skupiny gent, které svou
mutaci nebo modifikaci mohou pfispivat k vyvoji rakoviny. Mutované geny I. typu aktivné
podporuji bunéény cyklus a oznacuji se jako onkogeny (z feckého slova oénkos -,,nador®).
Mutované geny II. typu naopak nedokazou potlacit bunécny cyklus a nazyvame je tumor

supresorové geny (Pecorino, 2002).
4.1 Epigenetické modifikace ve vybranych typech nadori
4.1.1 Hypermethylace genu VHL v rakovinnych buiikach ledvin

Mutace VHL genu (von Hippel-Lindau gene, tumor supresorovy gen) V zarodecnych
bunkach je jednou z pfic¢in vzniku rakoviny ledvin (renalni karcinom) a hemangioblastomti,
mutace tohoto genu v somatickych bunkach jsou zase jednim zryst sporadické formy
renalniho karcinomu. Studie sporadickych typt rakoviny ledvin navic ukazaly, ze v 20 %
pfipadti karcinomt zplsobenych aberacemi VHL genu byla detekovana hypermethylace
ptislusného promotoru (Herman et al., 1994). Zaroven nebyly v téchto vzorcich DNA
nalezeny Z4dné mutace v kddujicich oblastech a VHL gen byl nasledné reaktivovan

pusobenim demethylaéni latky 5-aza-2-deoxycytidinu (AzaC, decitabin) (Prowse et al., 1997).
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4.1.2 Hypermethylace genu hML1 v rakovinnych buiikach tlustého stieva, Zaludku a

endometria

Gen hMLH1 (mutL homolog 1), nachazejici se na chromozomu 3p, kéduje protein,
ktery je dulezity pro opravy parovani bazi v DNA (DNA mismatch repair). K jeho mutaci
dochazi v zarode¢nych buiikach velkého poctu jedincii trpicich dédi¢nou formou nepolypdzni
rakoviny tlustého stfeva a je také inaktivovan v pfiblizn¢ 15-25 % pftipadd sporadického
karcinomu tlustého stieva (Tycko, 2000). Tyto karcinomy vykazuji vysokou frekvenci chyb
replikace repetitivni mikrosatelitové sekvence DNA, coz je casto popisovano jako
mikrosatelitova nestabilita. Udaje z nékolika studii naznacuji, Ze u vice neZ poloviny piipadi
sporadickych karcinomu tlustého stieva s mikrosatelitovou nestabilitou nebyla detekovana
mutace hMLH1 genu. Naproti tomu byla detekovana hypermethylace promotorové oblasti
tohoto genu (Herman et al., 1998). Tato aberantni modifikace byla také mnohokrat
zaznamenana V fidicich oblastech hMLH1 genu v rakovinnych bunkach zaludku a endometria.
Reparacni aktivita genu hMLH1 byla reaktivovana prostfednictvim ptsobeni demethylaéni
latky AzaC, ¢imZz bylo dokazano, Ze umlceni exprese tohoto genu bylo zplsobeno

hypermethylaci (Tycko, 2000).
4.1.3 Hypermethylace genu E-cadherin v rakovinnych buiikach Zaludku a prsu

E-cadherin koduje protein, ktery zprostiedkovava homotypickou adhezi bunék a podili
se na udrzovani epitelialni morfologie. Tento polypeptid se také muze podilet na kontrole
bunéén¢ho ristu a diferenci pomoci vlastni interakce s fB-kateninem, multifunkénim
cytoplasmatickym proteinem (Tycko, 2000). Absence nebo chybné umisténi E-cadherinu je
Casto zaznamenavana v bunkach urCitych typi nekohéznich a slabé diferenciovanych
karcinomil, zejména v rozptylenych bunikach rakoviny Zaludku nebo v lobuldrnich
karcinomech prsu. Asi u poloviny ptipada téchto typi rakovin zaludku a prsu se vyskytuje
inaktivujici mutace E-cadherinu (Tycko, 2000). Alternativni cestou inaktivace tohoto genu je
prostiednictvim promotorové hypermethylace, ke které velmi ¢asto dochazi ve sporadickych
typech rakoviny Zaludku (Suzuki et al, 1999), ale také v rakovinnych buikach prsu, prostaty a
tlustého stfeva. Bylo prokazano, Ze plsobenim demethylacni latky AzaC dochéazelo k
odstranéni methylové skupiny na promotorovych sekvencich E-cadherinu a tim byla

umoznéna jeho reaktivace (Yoshiura et al, 1995, Graff et al, 1995).
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4.1.4 Hypermethylace genu Septin 9 v rakovinnych buiikach kolorekta

Septin 9 (SEPT9) je gen kodujici protein septin 9, ktery je ¢lenem skupiny proteind
zvané septiny. Tyto proteiny maji dilezitou roli pfi cytokinezi, tedy dé€leni matetské
cytoplasmy do dvou bun¢k dcefinych. Protein septin 9 také vykazuje tumor supresorovou
aktivitu a pomdaha tedy regulovat rychlost déleni bunék a brani jim v pfechodu do
nekontrolovatelného stavu. (National Library of Medicine, 2016). Exprese genu SEPT9 byva
abnormalné potlacena v rakovinnych bunkach tlustého stieva a konecniku (CRC, rakovina
kolorekta), kc¢emuz dochazi brzy v pribéhu karcinogeneze v disledku methylace
promotorové oblasti. Byla vyvinuta metoda detekce pfitomnosti tohoto biomarkeru v Krvi,
ktera je jiz komer¢né dostupna a vyuzivana v Klinické praxi. Princip Epi proColon testu je
zalozen na tfech PCR reakcich, které z krevniho séra zjist'uji ptitomnost promotoru SEPT9
v methylovaném stavu. Dal§imi podobnymi testy pro detekci modifikovaného septinu 9 jsou

napiiklad ColoVantage a Abbott RealTime mS9 (Vaiopoulos et al., 2014; Pentagen, n.d).

4.1.5 Hypermethylace genu CDKNZ2A v rakovinnych buiikach pankreatu a tlustého

stireva

Gen CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A), kodujici tumor supresorovy
protein p16, je na chromozomu 9p umistén v oblasti, ktera je ¢asto podrobena delecim nebo
ztraté heterozygozity v mnoha typech rakovinnych onemocnéni vyskytujicich se u ¢lovéka.
Produktem exprese tohoto genu je inhibitor cyklin dependentni kindzy, ktery omezuje pribéh
buné¢ného cyklu tim, Ze zabrafiuje fosforylaci a inaktivaci Rb proteini (Tycko, 2000).
K expresi genu CDKN2A dochézi v misté komplexnim lokusu s alternativnim promotorem a
riiznym &tecim ramcem, jejichZ prostfednictvim dochazi taktéz ke vzniku proteinu p19°7F,
coz je pozitivni regulator tumor supresoru TP53. Gen CDKN2A zérovei lezi v bezprostiedni
blizkosti sekvence DNA pro protein p15, coz je dalsi inhibitor enzymti CDK (Tycko, 2000).
Gen CDKNZ2A se v rakovinnych butikach casto vyskytuje v inaktivovaném stavu Vv diisledku
hypermethylace odpovidajici sekvence DNA (Tycko, 2000). Tato modifikace promotoru pro
CDKNZ2A byla zaznamenana naptiklad v rakovinnych bunkéach tlustého stfeva (Myohanen et
al., 1998). V dalsi studii byla detekovana hypermethylace pouze jedné alely genu CDKN2A
v rakovinnych builkdch pankreatu a ziroven nebyla nalezena Zadnd mutace v kodujicich
sekvencich. K deregulaci exprese CDKN2A methylaci ale také dochazi v rakovinnych
bunkach plic, mocového méchyie, jater nebo délozniho ¢ipku (Baylin et al., 1998) a bylo
dokonce zjisténo, ze tato hypermethylace CDKN2A se objevuje i v bronchialnich 1ézich

vyskytujicich se u kuraki (Belinsky et al., 1998).
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5 Sekvenovani nové generace

Sekvenovani nukleovych kyselin je metoda vyuzivana pro uréovani piesného potadi
nukleotidi v molekule DNA nebo RNA. Prvni sekvenovani, znamé také jako Sangerovo
sekvenovani, bylo vyvinuto v roce 1975 Edwardem Sangerem (Sanger et Coulson, 1975) a
stalo se pilifem vSech sekvenovani v nasledujicim Ctvrtstoleti.

V roce 2005 bylo provedeno prvni masivné paralelni sekvenovani DNA, které
odstartovalo novou éru vysoce vykonnych analyz dnes oznacovanych jako sekvenovani nové
generace (NGS). VSechny NGS platformy spolu sdileji jeden spole¢ny technologicky rys —
masivné paralelni sekvenovani amplifikovanych nebo jednotlivych molekul DNA
rozdélenych v pritokové reakéni komtrce (flow cell), pficemz toto vysokovykonné
sekvenovani je schopno produkovat stovky megabazi az gigabéazi nukleotidovych sekvenci v
pribéhu jednoho sekvenac¢niho b&éhu (run) podle typu platformy, na kterém je analyza
provadéna.

Princip NGS na platform¢ Illumina je zalozen na syntéze rizné¢ dlouhych fragmentt
nukleotidovych fetézci za pomoci reverzibilniho terminatoru. Jednotlivé baze jsou pak
detekovany v takové pozici, vjaké byly zaClenény do prodluzovaného vldkna DNA.
Terminator, ktery je fluorescencné oznacen, je vizualizovan po kazdém piidani
modifikovanych dNTP. Nasledné dochazi k odstépeni této znacky a terminatorové skupiny a
tim je pak umoZnéno zaclenéni dalSi baze do syntetizovaného fetézce DNA. OdliSnosti od
bézného sekvenovani je, Ze pii NGS dochézi k paralelni inkorporaci dNTP aZ na milionech
fragmentl DNA. Pracovni postup NGS na platformé Illumina je rozdélen do ¢tyt zakladnich
krokti — ptiprava knihovny, vytvafeni klastrd, sekvenovani a analyza dat (Illumina, 2016a).

Sekvenovani nové generace je mozno vyuZzivat pro Siroké spektrum metod, které
analyzuji genom, transkriptom nebo epigenom jakéhokoliv organismu. Tyto metody se
rozliSuji primarné podle zpisobu opatieni daného vzorku a podle zvolené analyzy dat. Mezi
metody analyz genomu patii celogenomové sekvenovani, sekvenovani exomu, de novo
sekvenovani a cilené sekvenovani. Metodami studia transkriptomu je celkové sekvenovani
RNA a mRNA, cilené RNA sekvenovani a sekvenovani malych a nekddujicich RNA.
Epigenetické vlastnosti genomu lze studovat napiiklad celogenomovym bisulfitovym
sekvenovanim (WGSB) a bisulfitovym sekvenovanim se snizenym zastoupenim (RRBS),
ChIP sekvenovanim nebo profilovanim ribozomu (Illumina, 2016a).

NGS je mnohem levngjsi a vykonnéjsi alternativa tradi¢niho Sangerova sekvenovani

se spoustou vyhod, jako je naptiklad schopnost sekvenovani malého genomu v pribéhu

25



jediného dne. Celogenomové a exomové NGS sekvenovani umoziluje objevovat geny a
ptipadné také regulacni elementy, jejichz zmény vedou ke vzniku nemoci. Cilené sekvenovani
je jednim ze zpusobl identifikace mutaci, které taktéz zplsobuji vznik chorob, coz je
vyuzivano pii diagnostice patologickych stavii organismu (Grada et Weinbrecht, 2013). RNA
sekvenovani poskytuje informace o celém transkriptomu a pomoci téchto dat je uzivatel
schopen popsat aktudlni biologické procesy. Transkripéni profil je velmi variabilni a citlivy na
vnéjsi podnéty. Pokud jsou buriky vystaveny ucinku ur¢ité chemické latky, pak tyto buriky

ihned reaguji na tento podnét zménou v expresi genu (Slavkovsky, 2016).
5.1 Systémy MiSeq a HiSeq od firmy Illumina

MiSeq sekvenator

Systém MiSeq je platforma vyrobena firmou Illumina, kterd umoziuje nejjednodussim
zptasobem NGS analyzovat vygenerovana data uz za 8 hodin od zac¢atku sekvenovani. Tento
sekvenator NGS je jediny, ktery dovoluje integraci amplifikace, sekvenovani a analyzy dat
V jednom pfistroji. Zarovenn svymi rozméry nevyzaduje ke své funkci velké laboratorni
prostory. MiSeq vyuZiva sekvenacni chemii, kterd vytvafi idealni podminky pro rychlou a
relativné levnou analyzu genetickych vzorkt a pro Sirokou Skalu aplikaci (Divoky, 2016a).

Tato technologie je vyuzivana pro analyzu malych genomi, amplikont a cileného

sekvenovani panelti gentl, pfiCemz v pribéhu kazdého sekvenaéniho béhu lze provést az 25
milionu ¢teni (reads), ktera umoziuji produkci az 15 Gb dat (Divoky, 2016a).
HiSeq sekvenatory

Systém HiSeq 2500 je stejné jako platforma MiSeq produktem firmy Illumina. Tento
sekvenator vyuZziva stejné technologie, avSak oproti MiSeq systému nabizi svym uZivatelim
dva rezimy sekvenovani, High Output Mode a Rapid Run Mode. Dalsi vyhodou tohoto
ptistroje je jeho schopnost soucasné pracovat ve dvou pritokovych reakénich komurkach
(flow cell), ¢imz umoznuje velmi flexibilni analyzy se Sirokou Skalou aplikaci a tim také
rozsahlejsi studie sekvenovanych dat (naptiklad celogenomové sekvenovani, cilené
sekvenovani, de novo sekvenovani a analyzy epigenomu) (Divoky, 2016b).

Rezim Rupid Run je idealni pro rychlé zpracovani omezeného poctu vzorki
s podporou delsiho ¢teni (az 2 x 250 bp). Naproti tomu rezim High Output je pfijatelnéjsi pro
rozsahlejsi studie, nebo tehdy, kdyZz je pozadovana vétsi hloubka pokryti. Tento rezim je
zaroven schopen zpracovat Sestkrat vice vzorki nez rezim Rapid Run (Divoky, 2016b).

HiSeq sekvenatory 3000 (1 pratokova reakéni komirka) a 4000 (2 prutokové reakéni
komurky) jsou rychlejsi a vykonné&j$i verzi Systému HiSeq 2500. Na téchto platformach lze
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pomoci 5 miliard ¢teni vygenerovat az 750 Gb/1500 Gb dat, pfi¢emz je ¢teno vice nez 75 %
sekvenovanych bazi s hodnotou kvality nad Q30 (Divoky, 2016b). Timto zplsobem lze
sekvenovat az 12 lidskych genomu (Illumina, 2016b).

Uplné nejnovéjsi a nejvykonngjsi série sekvenatorti od firmy Illumina je fada zvana
HiSeq X, ktera umoziuje provést 6 miliard sekvencnich ¢teni a vyprodukovat tak data o
velikost az 1800 Gb (Illumina, 2016c).

5.2 Detekce methyla¢niho profilu pomoci NGS na platformé Illumina
5.2.1 Celogenomové bisulfitové sekvenovani

Principem detekce methylovanych cytosinovych bazi metodou celogenomového
bisulfitového sekvenovani (WGBS-Seq, Whole-Genome Bisulfite Sequencing) je konverze
nemethylovanych cytosinii na uracilové baze za pouziti hydrogensifi¢itanu sodné¢ho. Tyto
konvertované baze se pak pii sekvenovani ¢tou jako thyminy, zatimco 5-methylcytosin a 5-
hydroxycytosin jsou pied touto pfeménou chranény a ¢teny jako cytosiny. Pii sekvenovani
jsou Cteny sekvence o velikosti 75-100 bp, které jsou predem amplifikovany za pouziti
primert umoziujici vznik rizné dlouhych tsekit DNA. Tato metoda je vhodna pro analyzu
vétsiny druht a v lidskych bufikach umoziuje pokryti vSech geni a vice nez 38 miliard CpG
(lllumina, 2015).

5.2.2 Bisulfitové sekvenovani se sniZenym zastoupenim

Principem metody bisulfitového sekvenovani se snizenym zastoupenim (RRBS-Seq,
Reduced Bisulfite Sequencing) je enzymatické Stépeni pomoci restrikénich endonukleaz a
nasledné bisulfitové sekvenovani. Tato kombinace dvou riznych metod umoZznuje obohaceni
oblasti genomu s vysokym obsahem CGI, ¢imzZ je umozZnéna analyza celého methyla¢niho
profilu bunky. Takto modifikované¢ WGBS sekvenovani fragmentti DNA o velikosti 100-150
bp je schopno analyzovat vice nez 85 % vSech CGI, pifi¢emz délka jednotlivych ¢teni je
pfiblizné€ 1 x 75 bp (Illumina, 2015).

5.2.3 MeDIP sekvenovani

Metoda MeDIP sekvenovani (MeDIP-Seq, Methylated DNA Immunoprecipitation) je
zalozena na sonikaci DNA na fragmenty o velikosti 100 az 300 bp, opravé obou koncti téchto
usek, ligaci adaptertl a nasledné denaturaci vlaken DNA. Poté jsou k vychytavani fragmentt
DNA obsahujici methylované cytosinové baze pouzity magnetické kulicky obsahujici na
svém povrchu protilatky anti-5-methylcytosin. Nakonec je provedeno sekvenovani, kde kazdé

¢teni ma velikost pfiblizné¢ 75-100 bp. Tato technika, kterou lze kombinovat s bisulfitovou
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konverzi, se pfedev§im vyuzivd, s ohledem na jeji rozliSeni, k analyze hypermethylovanych

oblasti (Illumina, 2015).
5.2.4 Tab sekvenovani

Technika Tab sekvenovani (Tab-Seq, Tet-Associated Bisulfite Sequencing) vyuziva
schopnosti  enzymu  B-glucosyltransferazy  pfidavat molekulu  glukézy na  5-
hydroxymethylcytosin. 5-methylcytosinové baze nejsou katalytickou funkei tohoto enzymu
ovlivnény, avSak vlivem enzymu Tet (ten-eleven translocation enzyme) dochazi k jejich
oxidaci na 5-karboxylcytosiny, které jsou nasledné vlivem hydrogensifi¢itanu sodného
konvertovany na uracily. Glykosylované 5-methylcytosinové baze nelze oxidovat, a proto
budou pfi sekvenovani ¢teny jako cytosiny, zatimco methylcytosinové baze budou ¢teny jako
thyminy. Tato metoda je vyuzivana k detekci 5-hydroxymethylcytosini a to v celém genomu

s rozliSenim az na 1 bazi (Illumina, 2015).
5.2.5 Methyl Capture sekvenovani

Methyl Capture sekvenovani (MethylCap-Seq, Methyl-Capture Sequencing) je
robustni metoda celogenomového profilovani DNA methylace. Tato technika se sklada
z vychytavani methylované DNA pomoci MBD domény proteinu MeCP2 a NGS
sekvenovani. Pouziti MBD domén poskytuje vyhodu vysoce kontrolované eluce
methylovanych fragmenti DNA, ktera je provedena prostfednictvim nékolika kroktl za
vyuziti gradientu roztokl soli, coZ umoZziuje DNA do frakci s odliSnou hustotou CpG
nukleotidd. Ziskané frakce fragmentii DNA neobsahuji oproti celému genomu velké mnozstvi
genetické informace, proto mize byt dosazeno vysokého sekvenaéniho pokryti uz za pouziti

jedné drahy (lane) v sekvenatord Illumina (Brinkman et al., 2010).
5.3 Formaty sekvenacnich dat

Pfi sekvenovani je generovdno obrovské mnozstvi dat uloZzené v podobé riznych typt
souboril. Rlizné formaty jsou kompatibilni s jinymi programy, které jsou dale pouZzivany
k hodnoceni vysledkti sekvenovani, jako je napiiklad kontrola kvality nebo alignment

(zarovnani).
5.3.1 FASTQ soubory

FASTQ je bézny format pouzivany pro vyménu dat mezi programy. Je to rozsifeni
FASTA formatu, které ma navic schopnost uchovavat ¢iselnou hodnotu kvality pro kazdou

osekvenovanou nukleotidovou bazi. FASTQ format byl prvné vyvinut Jimem Mullikinem, ale
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vlastni FASTQ soubory si posléze vytvotily také dvé velké spolecnosti Solexa a Illumina
(Cock et al., 2009).

Ve FASTQ souborech jsou rozliSovany 4 typy fadkt. Prvni fadek nese informace o
identifikatoru zaznamu. Toto pole neni nijak délkové ohraniCeno, coz umoziuje uzivateli
doplnit tento fadek o libovolnou anotaci a komentare. Poté se ve FASTQ souborech nachazi
tzv. sekvenacni fadky, které mohou byt stejné jako ve FASTA formatu zabalené. Sekvenacéni
fadky jsou nasledovany fadkem ,,+*, ktery oznacuje konec sekvenacniho pole a zacatek radki

s hodnotami kvality (Cock et al., 2009).
5.3.2 SAM soubory

Soubor SAM (Sequence Alignment/Map) vétsinou vznika zarovnanim FASTQ
souboru Kk referenénimu genomu. Je sloZzeny ze dvou ¢asti, vV prvni z nich se vyskytuje zahlavi
neboli ,,hlavickova® ¢ast, druhy Gsek zahrnuje informace pfimo o zarovnani nukleotidovych
sekvenci. Hlavickova ¢ast nemusi byt ve vSech SAM souborech pfitomnd, pokud se ale
V souboru nachazi, pak je uvedena pted Casti se zarovnanim a jsou na zacatku radku uvedeny
znakem ,,@*. Kazdy tadek alignmentu ma 11 poli, jejichZ pfitomnost v souboru je nutnd, a
variabilni pocet fakultativnich poli, které jsou kli¢ové a uchovévaji dodate¢nou informaci o
pouzité platformé nebo o programu zprostiedkovavajici zarovnani (Li et al., 2009; The

SAM/BAM Format Specification, 2015).
5.3.3 BAM soubory

BAM soubory (*.bam) jsou komprimovanou binarni verzi SAM soubort, které se
pouzivaji k zobrazeni zarovnanych nukleotidovych sekvenci v programu IGV nebo UCSC
databazi. Jako u soubori SAM je tento BAM format rozdélen na dvé ¢asti, hlavicku a sekcei
obsahujici informace o zarovnani sekvenci nukleotidl. V hlavicce jsou zakédovany informace
o celém souboru (nazev a délka vzorku), ale zaroven jsou tyto informace propojeny s ¢asti pro
alignment (BAM File Format, n. d.; The SAM/BAM Format Specification, 2015).

Indexované BAM soubory (*.bam.bai) odpovidajici formatu BAM jsou vyuzivany pro
rychlejsi prohlizeni BAM soubort, aniz by bylo potieba prohledavat alignment veskerych dat
(BAM File Format, n. d.; The SAM/BAM Format Specification, 2015).
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6 Material a pristroje

6.1 Biologicky material

Nezverejnéné, diuvérné.

6.2 Kity

6.3

Qubit dsDNA HS Assay Kit (ThermoFisher Scientific)
Agilent High Sensitivity DNA Kit (Agilent Technologies)
MethylMiner Methylated DNA Enrichment Kit (Invitrogen)
Nextera XT Sample Prep Kit (Illumina)

Nextera XT Index Kit 96 indexes — 192 Samples (Illumina)
HiSeq Rapid SBS Kit (Illumina)

Hiseq Rapid SR Cluster Kit v2 (lllumina)

Chemikalie a pouZité roztoky

HT1 (Hybridization Buffer) (Illumina)

SPRIselect (Beckman Coulter)

Hot Star Taqg Plus Master Mix 2x (Qiagen)

Primers for Non-Methylated Controls (Invitrogen) — soucast MethylMiner™
Methylated DNA Enrichment Kitu

Primers for Methylated Controls (Invitrogen) — soucast MethylMiner™ Methylated
DNA Enrichment Kitu

Non-Methylated DNA (Invitrogen) — soucast MethylMiner™ Methylated DNA
Enrichment Kitu

Methylated DNA (Invitrogen) — sougast MethylMiner™ Methylated DNA Enrichment
Kitu

DEPC H,0 (Sigma-Aldrich)
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6.4

100% ethanol (Sigma-Aldrich)
80% ethanol (Sigma-Aldrich)
70% ethanol (Sigma-Aldrich)
Eva Green (Biotium)

5M NaOH

Laboratorni pristroje

Qubit 2.0 Fluorometer (Invitrogen)
Sonikator BioRuptor Plus (Diagenode)
Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies)
Chip Priming Station (Agilent Technologies)
C1000 Thermal Cycler (Bio-Rad)

Real Time PCR Cycler CFX96 (Bio-Rad)
Minicentrifuge MiniSpin (Eppendorf)
Centrifuge Z 383 K (Hermle)

Ika MS3 Vortexer (IKA)

Vortex Mixer PV-1 (Pro LAB, P-LAB)
Vortex Genie 2 (Scientific Industries)
Sekvenator HiSeq 2500 (Illumina)
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7 Metodika

7.1 Priprava DNA

1. DNA z bunéénych linii HCT116 byla izolovana studentkou Mgr. Khushboo Agrawal.

Izolace byla provedena prostiednictvim DNeay Blood & Tissue Kitu a postupovalo se

podle protokolu urceného pro izolaci DNA z kultivovanych bun¢k.

a.

Byla provedena centrifugace nejvice 5 x 10° bungk (300 g/5 min). Buiiky byly
nasledné resuspendovany v 200 ul PBS a posléze bylo k suspenzi ptidano 20
ul proteinazy K.

Do mikrozkumavky bylo piidano 200 ul Buffer AL. Obsah mikrozkumavky
byl promichén na vortexu a poté byly vzorky inkubovény pfti 56 °C po dobu 10
minut.

Bylo pridano 200 ul ethanolu (96-100%) a obsah mikrozkumavky byl
vortexovanim promichan.

Smés byla napipetovana na DNeasy Mini spin kolonu umisténou ve sbéraci
mikrozkumavce (2 ml). Byla provedena centrifugace (min. 6000g/1 min) a po
jejim ukonceni byla sbéraci mikrozkumavka odstranéna.

Spin kolona byla umisténa do nové sbéraci mikrozkumavky (2 ml), bylo
ptidano 500 ul Buffer AW1. Nasledné byla provedena centrifugace (20 000g/3
min) a po jejim ukonceni byla sbéraci mikrozkumavka opét odstranéna.

Spin kolona byla pfenesena do nové mikrocentrifuga¢ni zkumavky.

DNA byla z kolony eluovana piidavkem 200 pl Buffer AE (pfidano na stied
membrany v kolong).

Obsah mikrozkumavek byl inkubovan po dobu 1 minuty pii pokojové teploté.

Poté byla provedena centrifugace (min. 6 000g/1 min).

2. Zméfila jsem koncentraci DNA ve vzorcich na pfistroji Qubit 2.0 Fluorometer.

a.

Do mikrozkumavky jsem pro 1 méteni ptipravila 200 pl reakéni smési (199 pl
Qubit dsDNA HS Buffer + 1 pl Qubit dSDNA HS Reagent)
K 199 pl reakéni smési jsem pridala 1 ul DNA vzorku a obsah mikrozkumavky
promichala na vortexu a nésledné sto€ila na minicentrifuze.

Zm¢ftila jsem koncentraci na ptistroji Qubit 2.0 Fluorometer.
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3. Vypocitala jsem objem DNA a DEPC vody potiebné pro pfipravu 1 pg DNA

s celkovym objemem 82 ul dle nasledujicich vzorci:

1000 ng
namerena koncentrace v ng/pl

Objem DEPC vody [pl]: Vi, = 82 — Vpna

Ob]em DNA [|J.l] VDNA =

7.2 Fragmentace DNA

1. Do mikrozkumavek pro sonikaci jsem piipravila 82 pl roztoku DNA (1 pg).

2. DNA ve vzorcich jsem §tépila sonikaci na pfistroji Bioruptor Plus s programem LOW

30s ON, 90s OFF, 12-18 cykla. Pocet cykli jsem nastavila pro jednotlivé vzorky

odlisn¢ podle velikosti fragmenti DNA na elektroforetogramu tak, aby pocet parti bazi

po Stépeni byl ptiblizné€ v rozmezni 300 az 500.

3. Velikost fragmentii DNA ve vzorcich jsem urc¢ila pomoci gelové elektroforézy na ¢ipu

na piistroji Agilent 2100 Bioanalyzer, u kterého byl pouzit DNA High Sensitivity Kit
a test DNA High Sensitivity.

a.

Nastavila jsem preparacni nastavec tak, aby stiikacka byla uzamcena v pozici,
ktera je pouzivana pro vtlacovani gelu pro analyzu DNA.

High Sensitivity DNA ¢ip jsem vloZila na preparacni nédstavec.

Napipetovala jsem 9 pl gelu na dno jamky pro gel, pist jsem natahla do pozice
oznacené na stupnici jako 1 ml a uzavtela jsem preparacni néstavec.

Stlacenim pistu jsem vtlacila gel do vSech kapilar uvnitf ¢ipu a pist jsem v této
pozici uzamkla.

Po 60 sekundach jsem pist uvolnila, vyckala jsem 5 sekund a pak jsem pist
pomalym pohybem opé&t natdhla do pozice oznacené na stupnici jako 1 ml.
Oteviela jsem prepara¢ni nastavec a nasledné jsem napipetovala 9 ul gelu do 2
dalSich jamek pro gel.

Do vsech jamek pro vzorky a marker jsem napipetovala 5 pl High Sensitivity
DNA marker.

Do jamky pro ladder jsem napipetovala 1 ul High Sensitivity DNA ladder.

Do jamek pro vzorky jsem napipetovala 1 ul DNA.

Cip jsem polozila na michacku a nechala 1 minutu promichavat.

Poté jsem Cip vlozila do pristroje Agilent 2100 Bioanalyzer a spustila analyzu.
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7.3 Vychytavani fragmenti methylované DNA pomoci MethylMiner Methylated DNA

7.3.1

1.

10.

7.3.2

Enrichment Kitu
Priprava magnetickych kulicek

Ptipravila jsem 1x Wash Buffer pro 12 reakci (360 pl 5x Wash Buffer x N + 1,44 ml
DEPC vody x N; N = pocet reakct).

Suspenzi magnetickych kulicek Dynabeads M-280 Streptavidin jsem pipetovanim
dukladné resuspendovala.

Do préazdné mikrozkumavky jsem napipetovala N x 10 pl magnetickych kulicek.
Mikrozkumavku s magnetickymi kulickami jsem vlozila na 1 minutu do magnetického
stojanu.

Po shromazdéni kuli¢ek na vnitini stran¢ mikrozkumavky jsem opatrn¢ odstranila ¢iry
roztok tak, abych neporusila pelet.

Vyjmula jsem mikrozkumavku z magnetického stojanu.

Kulicky v mikrozkumavce jsem resuspendovala pipetovanim v N x 10 pl 1x Wash
Buffer.

Mikrozkumavku jsem na 1 minutu vloZila do magnetického stojanu.

Opatrné jsem z mikrozkumavky odebrala Ciry roztok.

Mikrozkumavku s promytymi kulickami jsem vyjmula z magnetického stojanu a
rychle jsem obsah magnetickych kuli¢ek resuspendovala jemnym pipetovanim v N x

10 pl 1x Wash Buffer.

Priprava proteinu MBD-biotin

Do nové mikrozkumavky jsem napipetovala N x 7 pl roztoku MBD-biotin.

Objem jsem doplnila do 200 pl roztokem 1x Wash Buffer.

Navazani proteinového komplexu MBD-biotin na magnetické kuli¢ky

Ke 200 pl roztoku MBD-biotin jsem ptidala 100 pul magnetickych kulicek.

Obsah mikrozkumavky jsem nechala inkubovat 1 hodinu na tiepacce pii pokojové
teploté.

Mikrozkumavku jsem vlozila na 1 minutu do magnetického stojanu.

Po shromazdéni kuli¢ek na vnitini strané¢ mikrozkumavky jsem opatrné odstranila Ciry
roztok tak, abych neporusila pelet.

Obsah mikrozkumavky jsem promyla 100 pl roztoku 1x Wash Buffer.

Smés v mikrozkumavce jsem nechala promichavat na tiepacce po dobu 5 minut.
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7.
8.
9.

Kroky 3-6 jsem provedla jest¢ dvakrat.
Mikrozkumavku jsem vlozila na 1 minutu do magnetického stojanu.

Opét jsem opatrn€ odebrala z mikrozkumavky ¢iry roztok.

10. Piidala jsem 100 pl 1x Wash Buffer a resuspendovala pipetovanim, vznikl

7.3.4

7.3.5

koncentrovany roztok magnetickych kuli¢ek s navazanym proteinem MBD-biotin.

Inkubace konjugatu MBD-biotin a magnetickych kuli¢ek s fragmentovanou DNA

Pro 12 vzorkd fragmentované DNA jsem pfipravila 1200 pl zfedéného roztoku
magnetickych kuli¢ek v 1x Wash Buffer. Smichala jsem 100 pul magnetickych kuli¢ek
S navazanym proteinem MDB-biotin a 1100 ul 1x Wash Buffer.

Ptipravila jsem si zfedéné roztoky methylované a nemethylované DNA o koncentraci
10 pg/ul, které byly v dal§im postupu pouzity jako spike-in kontroly pro ovéfeni
spravnosti  vychytdvani fragmenti methylované DNA. 1 pul pfislusné
methylované/nemethylované DNA o koncentraci 1 ng/ul jsem ziedila v 99 ul DEPC
vody.

Do nové mikrozkumavky jsem k 80 pl vzorku fragmentované DNA piidala 20 pl 5x
Wash Buffer, 100 pl zfedéného roztoku magnetickych kulicek s navazanym
komplexem MBD-biotin, 1 pl zfedéné kontrolni methylované DNA (10 pg/ul) a 1 pul
zfedéné kontrolni nemethylované DNA (10 pg/ul). Timto zplisobem jsem pfipravila
vSech 12 vzorkd.

Obsah mikrozkumavek se vzorky jsem nechala 1 hodinu promichavat na tiepacce pfi

pokojové teplote.
Eluce nemethylované DNA

Mikrozkumavku s fragmentovanou DNA a magnetickymi kulickami jsem vlozila na 1
minutu do magnetického stojanu.

Po zkoncentrovani v§ech magnetickych kuli¢ek na vnitini strané mikrozkumavky jsem
odebrala ¢iry roztok a tuto frakci uschovala do nové mikrozkumavky (frakce
nemethylované DNA).

Do mikrozkumavky s magnetickymi kulickami jsem piidala 200 pl 1x Wash Buffer.

Obsah mikrozkumavky jsem nechala promichéavat po dobu 3 minut na tfepacce.

5. Mikrozkumavku jsem opét vlozila na 1 minutu do magnetického stojanu, magnetické

kulicky se opét zkoncentrovaly na vnitini stran¢ mikrozkumavky.
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10.

7.3.6

Odebrala jsem Cciry roztok a ten prepipetovala do nové mikrozkumavky (frakce 1x
Wash Buffer).

Do mikrozkumavky s koncentrovanymi magnetickymi kulickami jsem piidala 200 pl
1x Wash Buffer.

Obsah mikrozkumavky jsem nechala promichavat na tfepacce po dobu 3 minut.
Mikrozkumavku jsem opét vlozila na 1 minutu do magnetického stojanu, magnetické
kulicky se opét zkoncentrovaly na vnitini stran¢ mikrozkumavky.

Odebrala jsem ¢iry roztok a pridala do mikrozkumavky s frakci 1x Wash Buffer.
Eluce methylované DNA

Do mikrozkumavky s koncentrovanymi magnetickymi kulickami jsem ptidala 200 pl
High Salt Elution Buffer.

Obsah mikrozkumavky jsem nechala promichdvat 3 minuty na tfepacce.
Mikrozkumavku jsem vlozila na 1 minutu do magnetického stojanu.

Z mikrozkumavky jsem odebrala Ciry roztok tak, abych neporusila usazené kulicky.
Tuto frakci methylované DNA jsem piepipetovala do nové mikrozkumavky (frakce
methylované DNA).

Do mikrozkumavky s magnetickymi kulickami jsem opét piidala 200 pl High Salt
Elution Buffer.

Obsah mikrozkumavky jsem nechala 3 minuty michat na tfepacce.

Mikrozkumavku jsem vloZila na 1 minutu do magnetického stojanu.

Z mikrozkumavky jsem odebrala Ciry roztok a ptfidala do mikrozkumavky s jiz

odebranou frakci methylované DNA.
Precipitace ethanolem

Ke kazdé frakci v mikrozkumavkach jsem ptidala 1 pl glykogenu (20 pg/pl).

Ptidala jsem 1/10 objemu 3M acetatu sodné¢ho (pH = 5,2), 20 nebo 40 pl, a 2x objem
100% ethanolu, 400 nebo 800 pl.

Obsah zkumavek jsem dikladné promichala vortexovanim a nechala inkubovat
minimalné¢ 2 hodiny pii -20 az -80 °C.

Provedla jsem centrifugaci (12 000 g/15 min/4 °C).

Odstranila jsem supernatant tak, abych nedoSlo k poruSeni peletu na dné
mikrozkumavky.

Ptidala jsem 500 pl chlazeného 70% ethanolu.
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9.

10.
11.
12.
13.

14.

Provedla jsem centrifugaci (12 000 g/5 min/4 °C).

Opét jsem odstranila supernatant tak, aby nedoSlo k poruseni peletu na dné
mikrozkumavky.

Provedla jsem centrifugaci (12 000 g/15 min/4 °C).

Opatrné jsem odstranila veskery supernatant.

Supernatant na dn¢ mikrozkumavky jsem nechala 5 minut vysychat na vzduchu.

Obsah mikrozkumavky jsem resuspendovala v 30 ul DEPC vody.

Zméfila jsem koncentraci DNA ve vzorcich na pfistroji QUBIT 2.0 Fluorometer High
Sensitivity (postup viz Piiprava DNA, krok ¢. 2).

Vzorky jsem uschovala v mrazaku pii -80 °C.

7.4 Kontrola kvality methylované DNA pomoci qPCR

74.1

1.

7.4.2

Piiprava vzorki pro qPCR

Ptipravila jsem reakéni smés pro methylovanou a nemethylovanou DNA (viz Tab. 1 a
2).

Do mikrozkumavky pro PCR jsem napipetovala 18 pl reakéni smési pro
methylovanou DNA a pfidala 1 pl fluorescen¢niho barviva Eva Green a 1 ul vzorku
DNA z frakce s methylovanou DNA. Timto zpisobem jsem piipravila vSech 12
vzorki.

Do nové PCR mikrozkumavky jsem mnapipetovala 18 pl reakéni smési pro
nemethylovanou DNA a pfidala 1 pl fluorescenéniho barviva Eva Green a 1 ul vzorku
DNA z frakce nemethylované DNA. Timto zplsobem jsem pfipravila vSech 12

vzork.
Priprava kalibra¢ni Fady pro qPCR

Ze zéasobnich roztokii methylované a nemethylované spike-in DNA jsem pfipravila
zfed&né roztoky o koncentracich 1x10°, 1x10°, 1x10°, 1x10%, 1x10°, 1x10%, 1x10"a 1.

Do nové mikrozkumavky pro PCR jsem napipetovala 18 pl reakéni smési pro
methylovanou DNA. Pfidala jsem 1 pl fluorescen¢niho barviva Eva Green a 1 pul
roztoku kalibra¢ni fady methylované DNA nebo 1 pl DEPC vody (negativni kontrola).
Do nové mikrozkumavky pro PCR jsem napipetovala 18 ul reakéni smési pro
nemethylovanou DNA. Pfidala jsem 1 pl fluorescenéniho barviva Eva Green a 1 ul

roztoku kalibra¢ni fady methylované DNA nebo 1 ul DEPC vody (negativni kontrola).
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7.4.3

1.

gPCR

Vzorky jsem vlozila do termocykléru CFX 96 a spustila program PCR Methylation
Capture Kit v ovladacim programu termocykléru (viz Tab. 3).

Z naméienych SQ hodnot (starting quantity, mnozstvi DNA vstupujici do PCR reakce)
a kalibra¢ni fady jsem vypocitala pocet kopii spike-in DNA a procentualni zastoupeni
methylované a nemethylované spike-in kontroly v jednotlivych frakcich kazdého

analyzovaného vzorku.

Tab. 1: SloZeni reak¢éni smési pro QPCR (methylovana DNA)

Reagencie Objem pro 1 reakci [ul]
Hot Star Taqg Plus Master Mix 2x 10
Primery 10 pM — methylovand DNA 0,5
H,O 7,5
Celkovy objem 18

Tab. 2: SloZeni reakéni smési pro qPCR (nemethylovana DNA)

Reagencie Objem pro 1 reakci [pul]
Hot Star Taqg Plus Master Mix 2x 10
Primery 10 uM — nemethylovanad DNA 0,5
H,O 7,5
Celkovy objem 18
Tab. 3: Podminky gPCR
Cyklus Teplota | Cas | Opakovani
Denaturace 95°C |15 min 1x
Denaturace 94 °C 15s
Hybridizace 55°C 15s 40x
Elongace 68 °C 30s
Kone¢na elongace | 72°C | 5min 1x

7.5 Tagmentace s pouzitim Nextera XT Sample Prep Kitu

1.

Pro kazdy vzorek jsem do PCR mikrozkumavek ptipravila 5 pl 1 ng DNA z frakce
methylované DNA (0,2 ng/ul). Pfidala jsem 10 ul TD a 5 pl ATM.

Mikrozkumavky jsem vlozila do termocykléru a spustila jsem program tagmentace
(viz Tab. 4).

Ke kazdému vzorku jsem ptidala 5 pul NT, 15 ul NPM a 5 pl piisluSnych indexti (viz
Tab. 5).

Mikrozkumavky jsem umistila do termocykléru a spustila jsem program PCR (viz
Tab. 6).
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5. Zm¢fila jsem koncentraci DNA ve vzorcich na pfistroji QUBIT 2.0 Fluorometer High
Sensitivity (postup viz Piiprava DNA, krok ¢. 2).

Tab. 4: Podminky tagmentace

Cyklus| Teplota| Cas |Opakovani
1 55°C | 5min 1x
2 10 °C |60 min 1x

Tab. 5: Indexy pouzité pfi tagmentaci vzorka

Vzorky | Index i5 | Index i7
M1 1 1
M2 2 1
M3 3 1
M4 4 1
M5 5 1
M6 6 1
M7 7 1
M8 8 1
M9 1 2
M10 2 2
M11 3 2
M12 4 2

Tab. 6: Podminky PCR

Cyklus | Teplota Cas Opakovani
1 72 °C 3 min
2 95 °C 30s
3 95 °C 10s 12x
4 55°C 30s
5 72 °C 30s
6 72 °C 5 min 1x
7 72 °C | nekonecno 1x

7.6 Prelisténi DNA na magnetickych kulickach SPRIselect

1. K 48 pl tagmentovaného vzorku jsem piidala 72 pl suspenze magnetickych kulicek
SPRIselect a pipetovanim jsem obsah zkumavky jemné¢ promichala (10x).

Vzorky jsem nechala 3-5 minut inkubovat pti pokojové teplote.

Mikrozkumavky jsem poloZila na magnet a nechat 1 minutu magnetizovat do vyc¢iteni.
Opatrné jsem odsala ¢iry supernatant.

Ke kazdému vzorku jsem piidala 150 ul 80% ethanolu.

Z kazdé mikrozkumavky jsem pipetou odsala ethanol.

N o oA W N

Nechala jsem z mikrozkumavek odpatit ethanol (minimaln¢ 2 minuty).
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10.
11.
12.

13.

14.

Mikrozkumavky jsem sundala z magnetu.

Do kazdé zkumavky jsem ptidala 30 ul H,O a dokonale pipetovanim promichala,
pockala jsem 3 minuty.

Mikrozkumavky jsem poloZzila na magnet a nechala magnetizovat do vyciteni.
Odebrala jsem ¢iry vzorek (25 ul).

Zm¢éfila jsem koncentraci DNA ve vzorcich na pfistroji Qubit 2.0 Fluorometer High
Sensitivity (postup viz Piiprava DNA, krok ¢. 2).

Pro vSechny vzorky jsem provedla gelovou elektroforézu na Cipu na pfistroji Agilent
2100 Bioanalyzer, u které¢ho byl pouzit DNA High Sensitivity Chip a test DNA High
Sensitivity (postup viz Fragmentace DNA, krok ¢. 3).

Vzorky jsem uschovala do mrazaku pfi -80 °C.

7.7 Priprava vzorki na sekvencovani

1.

VY  Wew

Z naméfenych koncentraci DNA (viz PreciSténi DNA na magnetickych kuli¢kach,
krok ¢. 12) jsem vypocitala objemy potiebné pro poolovani. Pool vzorkd jsem
ptipravila tak, aby byl kazdy vzorek zastoupen ve stejném mnozstvi (3 ng/vzorek).
Koncentraci poolu jsem 3x zkontrolovala na pfistroji Qubit 2.0 Fluorometer High
Sensitivity (postup viz Piiprava DNA, krok ¢. 2) a nasledné jsem vypocitala jejich
pramérnou hodnotu.

Ze zjisténé koncentrace poolu jsem podle vzorce vypocitala molaritu DNA v poolu.

pi [ng/ul] x 10°
Ml =
¢ [nM] 660 x 350

Legenda: 660 g/mol je primérna molarni hmotnost jedné baze (1 bp); 350 je orientani primérna

velikost molekuly DNA po indexaci v bp

Naredila jsem pool DEPC vodou na koncentraci 1,6 nM (10 pl poolu a 18 ul vody).
Smichanim 10 ul 5M NaOH a 240 pl DEPC vody jsem pfipravila 0,2M NaOH.

K10 pl 1,6nM poolu jsem piidala 10 pl 0,2M NaOH a 5 minut inkubovala pfi
pokojové teploté.

Denaturovanou DNA jsem zfedila ledovym hybridizacnim pufrem. K 10 pl poolu
jsem napipetovala 990 ul HT1.
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7.8 Sekvenovani

1. Za asistence svého Skolitele, Ing. Rastislava Slavkovského, PhD., jsem do sekvenacéni
kazety vlozila reagencie pro sekvencovani, jednalo se o chemikalie pro HiSeq
sekvenovani (Illumina HiSeq SBS Rapid Kit).

2. Obsluhu HiSeq 2500 sekvenatoru zajistoval pracovnik UMTM, Mgr. Vojta Petr,
ktery do sekvenatoru vlozil 600 pl ptipraveného poolu v HT1 a poté spustil

sekvenacni program (Illumina HiSeq software).
7.9 Zpracovani dat

Data ziskana po sekvenaci nasledné upravil a zpracoval vedouci mé bakaléaiské prace Ing.

Rastislav Slavkovsky, PhD.

1. Pro data ze sekvenatoru v podob& FASTQ souborti byl proveden alignment do formatu
SAM, pfi kterém byly sekvence DNA pfirovnany k referen¢nimu lidskému genomu
(hg19). Pro tohle mapovani byl pouzit program BWA.

2. Nasledné byly tyto SAM soubory ptevedeny do podoby BAM. Pro tuto konverzi byly
Vv programu SAMtools pouZity tfi pfikazy: view, sort a index.

a. samtools view —b —s $fp.sam>$fp.bam
b. samtools sort $fp.bam $(fp) sort
c. samtools index $(fp)_sort.bam

3. Data jednotlivych vzorki byla v experimentalnich skupinach sloucena.

4. Data byla analyzovana v programu MACS2 pomoci funkce peak calling. Tak byly
zjisStény informace o poloze piku odpovidajici methylované oblasti v jednotlivych
vzorcich samostatné a poté i v ramci experimentalni skupiny, kdy bylo provedeno
porovnani methyla¢nich profilti mezi skupinami (skupina A a C).

5. Pomoci skriptovaciho jazyka Python byl vytvofen program, pomoci kterého byly
methylované oblasti anotovany.

6. V programu IGV byly vizualizovany a porovnany methylaéni profily jednotlivych

skupin.
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8 Vysledky

V bunécné linii HCT116 odvozené od kolorektalniho karcinomu byl studovan methyla¢ni
profil genomu, se zaméfenim na celogenomovy screening methylaéniho profilu bunék
rezistentnich viéi 5-aza-2-deoxycytidinu (DAC, decitabin). Detekce epigenetickych profila
jednotlivych vzorka byla provedena metodou vychytavani fragmenti methylované DNA na
magnetickych kuli¢kach a jejich naslednym sekvenovanim na pfistroji HiSeq 2500 (Illumina)
(MethylCap-Seq).

Pfed samotnym sekvenovanim byla provedena kontrola kvality eluovanych frakci
analyzovanych vzorki. Tato validace byla provedena metodou qPCR s pomoci specifickych
primerd pro methylovanou a nemethylovanou spike-in DNA kontrolu. Tyto kontroly byly ke
vzorklim pfidany jesté pred vychytdvanim methylovanych fragmenti DNA na magnetickych
kulickach, pticemz po provedeni qPCR amplifikace bylo z detekovanych kopii téchto kontrol
vypocitano procentudlni zastoupeni methylované a nemethylované DNA ve vSech frakcich
jednotlivych vzorkt (viz Tab. 7). U uvedenych hodnot lze usoudit, ze odebrané frakce
nemethylované DNA u vSech vzorkil, obsahuji téméf vzdy pouze fragmenty nemethylované
DNA. Ve frakci 1x Wash Buffer se vriznych podilech vyskytuje methylovana i
nemethylovana DNA, zatimco ve frakci obsahujici DNA, ktera byla eluovana pomoci High

Salt Elution Buffer, byla téméi v 100% zastoupeni detekovana pouze methylovana DNA.

Tab. 7: Procentualni zastoupeni methylované a nemethylované DNA v odebranych frakcich

jednotlivych vzorkt

ien Pocet detekovanych kopii Podil z c?lkoveh.o’ po_ctu_
Identifikace spike-in Kontroly detekovanych Kkopii spike-in
kontroly
Vzorek Frakce NM M NM M

NC1 6,7E+05 2,6E+03 99,6% 0,4%
NC2 4,7E+06 5,1E+04 98,9% 1,1%
NC3 5,1E+06 4,1E+05 92,5% 7,5%
NC4 1,1E+07 2,3E+04 99,8% 0,2%
NC5 7,9E+06 3,1E+04 99,6% 0,4%
NC6 Nemethylovana 1,4E+07 2,3E+05 98,4% 1,6%
NC7 DNA 4,7E+06 2,8E+04 99,4% 0,6%
NC8 1,6E+07 4,1E+04 99,7% 0,3%
NC9 9,5E+06 1,0E+05 98,9% 1,1%
NC10 9,2E+06 8,1E+04 99,1% 0,9%
NC11 5,3E+06 1,4E+04 99,7% 0,3%
NC12 1,2E+07 5,4E+04 99,6% 0,4%
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. . . Podil z celkového poctu
Identifikace Pocet (liete_k ovanych kopii detekovanych kopii spike-in
spike-in kontroly
kontroly
Vzorek Frakce NM M NM M
w1 1,2E+04 1,5E+04 44,9% 55,1%
W2 8,5E+03 7,7E+03 52,4% 47,6%
W3 6,6E+04 1,0E+05 39,8% 60,2%
Wz 1,9E+04 2,7E+04 41,9% 58,1%
W5 1,8E+04 7,5E+03 70,1% 29,9%
W6 1,5E+04 9,4E+03 61,6% 38,4%
wy | D Wash Buffer o5 7,0E+03 68,0% 32,0%
W8 2,8E+04 1,2E+04 71,0% 29,0%
W9 4 5E+04 1,7E+04 72,8% 27,2%
W10 4,0E+04 3,1E+04 56,5% 43,5%
W1l 1,1E+04 7,8E+02 93,1% 6,9%
W12 4,3E+04 1,3E+04 77,0% 23,0%
M1 2,2E+03 3,5E+06 0,1% 99,9%
M2 4,7E+02 3,5E+06 0,0% 100,0%
M3 4,0E+03 2,9E+06 0,1% 99,9%
M4 1,9E+03 2,2E+06 0,1% 99,9%
M5 2,0E+03 2,1E+06 0,1% 99,9%
M6 Methylovana 5,3E+02 2,7E+06 0,0% 100,0%
M7 DNA 3,3E+02 1,8E+06 0,0% 100,0%
M8 2,3E+03 2,6E+06 0,1% 99,9%
M9 3,6E+03 2,0E+06 0,2% 99,8%
M10 4,2E+02 1,9E+06 0,0% 100,0%
M11 2,2E+03 2,9E+06 0,1% 99,9%
M12 2,4E+03 3,1E+06 0,1% 99,9%

Legenda: NC (1 — 12) = frakce nemethylované DNA; W (1 — 12) = frakce 1x Wash Buffer (methylovana i
nemethylovana DNA); M (1- 12) = frakce methylované DNA; NM = nemethylovana spike-in DNA kontrola; M
= methylovana spike-in DNA kontrola

Tabulka 8 obsahuje udaje o identifikaci vzorki zafazenych do sekvenaéni analyzy, jejich
oznaceni, zafazeni do experimentalni skupiny a poctu sekvencnich ¢teni (reads), ktera u nich
probéhla. Vzorky DNA oznaceny jako HCTI116 byly izolovany z rakovinnych bun¢k
kolorekta a z této matetské linie byly nasledné ptipraveny bunééné linie HCT116 DAC, R1.4
a R1.4 JQI1. Bunécné linie oznacené jako HCT116 DAC byly oSetfeny hypomethyla¢ni latkou
decitabinem. Vzorky oznacené jako R1.4 obsahuji DNA izolovanou z bunék rezistentnich
vuci decitabinu a vzorky s oznacenim R1.4 JQ1 obsahuji DNA z buné€k rezistentnich vici
decitabinu poté, co na n¢ pusobila inhibi¢ni latka thienotriazolodiazepin, kterd méa schopnost
opét nastolit senzitivu bunék vici decitabinu. Celkem byly analyzovany 4 experimentalni

skupiny obsahujici vzdy 3 replikaty.
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Tab. 8: Vzorky pouzité pii analyze

Poradové | Experimentalni | Bunécna linie | Pocet identifikovanych
ID vzorku . . . e, o
Cislo skupina a oSetieni sekvenénich ¢teni
M1 1 A HCT116A 28 M
M2 2 B HCT116A DAC 2T M
M3 3 C R1.4A 30M
M4 4 D R1.4JQ1 33 M
M5 5 A HCT116B 33 M
M6 6 B HCT116B DAC 3TM
M7 7 C R1.4B 30 M
M8 8 D R1.4JQ1 29 M
M9 9 A HCT116C 28 M
M10 10 B HCT116B DAC 32 M
M11 11 C R1.4C 30 M
M12 12 D R1.4JQ1 39M
Celkovy pocet sekvenénich ¢teni 376 M

Legenda: HCT116 = buné¢na linie rakovinnych bunék kolorekta; DAC = decitabin, 5-aza-2-deoxycytidin; JQ1
= thienotriazolodiazepin; R = rezistentni; A, B, C = identifikator replikatoru; M (1 — 12) = frakce methylované
DNA

Graf 1 zobrazuje statistické pfifazeni identifikovanych ¢teni, ktera prosla internim
filtrem kvality, k analyzovanym vzorkim. Zudaji v grafu je patrné, Zze pocet ¢teni u
jednotlivych vzorkd je u vSech piiblizné stejné, mizeme tedy usuzovat, Ze sekvenovani

probihalo rovnocenné¢ a nedochazelo béhem néj ke vzniku artefaktu.

Graf 1: Identifikovana sekvenc¢ni ¢teni u jednotlivych vzorkt

Reads ldentified (PF)

Index Number

Legenda: Index number = ¢islo indexu piifazené ke kazdému vzorku (potfadové ¢islo viz Tab. 7); % Reads
Identified (PF) = procento sekvenénich ¢teni mapovanych k jednotlivym vzorkdm, ktera prosla vnitinim filtrem

kvality
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Tabulka 9 obsahuje hodnoty parametrii sekvenovani vypovidajici o jeho kvalité a
vykonnosti. Celkovy pocet cykll v sekvencnim ¢teni bylo i po zapocitani sekvenci indext 67.
Hustota vytvofenych klastrii byla ptiblizn¢ 1 100 K klastri na 1 mm?, coZ je asi o 20 % vice,
nez je uvedeno ve specifikaci pro pouzité chemikalie (HiSeq Rapid v2 Kit). Nicméné i pies
tzv. preklastrovani nedoslo k poklesu kvality sekvenovanych bazi. Sekvenc¢nich ¢teni, ktera
prosla vnitinim filtrem kvality (PF), bylo zhruba 386 M. Z tohoto poétu mélo 97,28 % ¢teni
kvalitu vy$si nez 30, coz znamena, Ze tyto baze byly $99,9% pravdépodobnosti
osekvenovany spravné. Celkovy vytézek sekvenovani byl 24,74 Gbp.

Celkovy pocet ¢teni pro vSechny vzorky v Tabulce 8 se od udaji v Tabulce 9 mirné
lisi. Je to zpusobeno tim, Ze tyto hodnoty zapocitdvaji pouze sekvencéni Cteni, kterd byla

identifikovana K jednotlivym indexiim, zatimco v Tabulce 9 jsou zahrnuta ¢teni vSechna.

Tab. 9: Vystupni hodnoty ze sekvenovani

Potet | US| iastr PR
. klastru Pocet ¢teni | Pocet ¢teni PF | % > Q30 | Vytézek (Gbp)
cyklu 2 (%)
(K/ mm®©)
94,565
67 1100 £118 L1715 409 480512 | 386519312 97,28 24,74

Graf 2 znazornuje rozlozeni hodnoty kvality (Q score) Vv pribéhu vsech cyklu
sekven¢niho ¢teni. Z grafu je patrné, ze béhem sekvenovani nedochazelo k poklesum kvality,
vyjimkou jsou pouze prvni a posledni cykly, ve kterych probihalo ¢teni sekvenci adaptert

(indext) na okrajovych ¢astech analyzovanych fragmenti DNA.

Graf 2: Hodnota kvality v priabéhu cykla sekvenéniho ¢teni

Q Score
m
b
] ™ ')

Cycle
V Grafu 3 je zobrazena distribuce poctu piectenych bazi v zavislosti na jejich hodnoté
kvality. Z tohoto grafu vyplyva, ze 97,2 % vsech osekvenovanych bazi, které prosly internim
filtrem, maji hodnotu kvality vyssi nez 30. Celkovy vytézek sekvenovanych bazi (25,2 Gbp)
v grafu nekoresponduje s hodnotou uvedenou v Tabulce 8. To je pravdépodobné zptisobeno
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zaokrouhlovanim pii vypoctech, tato nesrovnalost je avSak minimalni a nema zadny vyznam

pro dal$i analyzy.

Graf 3: Rozlozeni ptectenych bazi podle jejich skore kvality

% =030
23.2G

97.2%

Total (billion)

Q Score

Data vyprodukovana sekvenovanim v podobé FASTQ soubor byla pfevedena do
formatu BAM a nésledné sloucena do 4 velkych soubor obsahujici data jednotlivych
experimentalnich skupin.

Pomoci programu MACS2 byl proveden tzv. peak calling, ¢imz byly ziskany
informace o piesné poloze pikd, které korespondovaly s jednotlivymi detekovanymi
methylovanymi oblastmi genomu. V programu MACS?2 byly nejdiive analyzovany jednotlivé
vzorky samostatné¢ a pro dalsi hodnoceni byly porovnavany mezi sebou experimentalni
skupiny, tedy jedna experimentalni skupiny vici druhé. V tomto ptipadé¢ byla provedena
analyza rozdild v methylaci na zéklad¢ odliSného pokryti.

V Tabulce 10 jsou uvedena data ziskana z analyzy jednotlivych vzorkd v programu
MACS2. Ke kazdému vzorku v experimentdlni skupiné je pfifazen celkovy pocet Cteni
pouzity pro detekci pikli znazoriujici methylované oblasti. Dale se v tabulce nachazi hodnoty
primérného poctu detekovanych pikii ve vzorcich a v experimentalnich skupinach. Z téchto
dat byly nasledné vypocitany normalizované hodnoty po¢tu piki na 1 M sekvenénich ¢teni.
Z hodnot normalizované¢ho poctu pikli na 1 M ¢teni vyplyva, Ze neexistuje pifima spojitost
mezi po¢tem Cteni a poctem piki. Nizsi pocet pikl v n€kterych vzorcich avSak miiZze souviset
s méné efektivnim obohacenim methylované DNA v preanalytické fazi.

Ve vzorcich experimentalni skupiny B, u kterych byla pouzita demethylacni latka
decitabin, byl oproti ocekavani detekovan velky pocet piki. To je pravdépodobné zplisobeno
schopnosti decitabinu inkorporovat se do DNA a chovat se jako tzv. falesSna ,,methylovana“
DNA. Tato DAC-DNA pak byla nejspiSe stejn¢ jako methylovana DNA vychytdvana pomoci
proteint MBD, a proto bylo u téchto vzorkli detekovano vice pikl, nezli tomu bylo u

ostatnich experimentalnich skupin.
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Tab. 10: Celkovy pocet pikti vygenerovanych v programu MACS2

Experimentalni Pocet ¢teni | Pocet piki | Primérny pocet | Normalizace poctu
. Vzorek - . -
skupina vevzorku | vevzorku | piki ve vzorku piki na 1 M ¢teni
A 1 25249388 | 246 146 9749
5 28 756 059 184 235 222 664 6407
(HCT116) 9 25039065 | 237611 9490
B 2 23660159 | 215317 9100
6 31801912 | 384235 304 001 12082
(HCT116 DAC) 10 27562875 | 312450 11336
c 3 26 863 776 163 395 6082
(R1.4) 7 27121064 | 318540 201 158 11745
' 11 26 553 947 121 540 4577
b 4 27919 812 174 130 6237
25408 255 | 260 566 254 916
(R1.4 JQ1) 8 10255
12 33662964 | 330052 9805

Legenda: HCT116 = buné¢na linie rakovinnych bunék kolorekta; DAC = decitabin, 5-aza-2-deoxycytidin; JQ1

= thienotriazolodiazepin; R = rezistentni; A, B, C = identifikator replikatoru

V Tabulce 11 jsou zobrazeny veskeré informace uvedené v hlavickové Ccasti

vystupniho souboru z programu MACS, ktera obsahuje tidaje o identifikaci vzorkl (nazev,

format) a kli¢ovych parametrech provedené analyzy.
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Tab. 11: Hlavicka vystupniho souboru z programu MACS — porovnani skupiny C a A

# This file is generated by MACS version 2.0.9 20111102 (tag:alpha)
# ARGUMENTS LIST:

# name = M_CvsAq001

# format = BAM

# ChlP-seq file = M3711 sort.bam

# control file = M159_sort.bam

# effective genome size = 2.70e+09

# band width = 300

# model fold = 10,30

# qvalue cutoff = 1.00e-02

# Larger dataset will be scaled towards smaller dataset.

# Range for calculating regional lambda is: 1000 bps and 10000 bps
# Broad region calling is off

# tag size is determined as 50 bps

# total tags in treatment: 86736043

# tags after filtering in treatment: 77686680

# maximum duplicate tags at the same position in treatment = 2
# Redundant rate in treatment: 0.10

# total tags in control: 86193534

# tags after filtering in control: 75970322

# maximum duplicate tags at the same position in control = 2

# Redundant rate in control: 0.12

#d=51

Legenda: name = nazev; format = format, ve kterém je soubor vkladan; ChiP-seq file = analyzovany soubor;
control file = kontrolni soubor, se kterym je vkladany soubor porovnavan; effective genime size = velikost
genomu po odstranéni repetitivnich elementti; bandwidth = velikost fragmentti DNA po sonikaci; model fold =
parametr definujici charakteristiku piku; total tags = pocet éteni; tag size = velikost ¢teni; qvalue cutoff =
hodnoty gvalue (-logl0), které jsou z analyzy vyfazeny; redundant rate = ¢ast ¢teni, ktera jsou nadbyte¢na a
proto vyfazena z analyzy

V Tabulce 12 jsou uvedena ¢asteéna data ziskana prostrednictvim funkce peak calling
v programu MACS. Do tabulky byla vybrana data prvnich deseti zaznaml z vystupniho
souboru, ktery obsahuje porovnani methylace DNA experimentalni skupiny C a A, kde
skupina A slouzila jako kontrola, vici které byly detekovany rozdily v methylaci. V tabulce
jsou shromézdény informace o piesné poloze piku znazoriiujici methylovanou oblast na
chromozomu, délce piku a misté, kde se nachéazi nejvyssi bod piku (abs summit). Déle jsou
Vv tabulce uvedeny hodnoty pileup, které udavaji pocet detekovanych ¢teni pfifazenych k jedné
oblasti DNA a fold enrichment charakterizujici obohaceni methylace dané oblasti DNA oproti
DNA v kontrolni experimentalni skupiné. Se zvySujici se hodnotou pileup roste 1 vyznamnost

piku. P-value a g-value udavaji miry statistické vérohodnosti detekovanych pika. Hodnoty g-
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value jsou stanovovany z hodnot p-value pomoci Benjamini-Hochbergova postupu. Existuje
tedy jista provazanost mezi g- a p-value a lze tedy fici, Ze se zvySujici se hodnotou p roste i
hodnota g. Do tohoto vztahu lze zahrnout i zavislost g-value na hodnotach fold enrichment a
pileup, kdy lze pozorovat, ze piky vykazujici vyssi hodnoty g maji taktéz vyssi hodnoty
pileup a fold enrichment.

Tab. 12: Casteény vystup porovnani experimentalni skupiny C viéi skuping A z programu

MACS?2

Chromosome Start End Length Abs. Pileup | p-value F ol g-value
summit enrichment
chrl 8005358 | 8005408 51 8005384 | 20.00 | 12.61 8.44 6.67
chrl 8087006 | 8087062 57 8087053 | 34.00 | 11.77 4.28 6.40
chrl 9471225 | 9471317 93 9471270 | 72.00 | 15.15 3.20 8.60
chrl 15869872 | 15869922 51 15869914 | 19.00 | 10.84 7.21 5.36
chrl 16898270 | 16898396 127 16898292 | 14.00 | 10.35 10.22 494
chrl 18270572 | 18270638 67 18270602 | 19.00 6.46 3.91 2.28
chrl 23719060 | 23719156 97 23719106 | 22.00 8.41 4.50 3.56
chrl 23776029 | 23776092 64 23776079 | 16.00 | 11.60 10.19 5.89
chrl 23832247 | 23832320 74 23832290 | 30.00 | 12.31 5.50 6.45
chrl 25384486 | 25384562 77 25384488 | 28.00 | 7.30 3.15 2.67

Legenda: Chromosome = chromozom; Start = misto poc¢atku piku; End = misto konce piku; Lenght = délka
pilku; Abs summit = misto, ve kterém S enachazi nejvyssi bod piku; Pileup = pocet detekovanych ¢teni
ptifazenych k jedné oblasti DNA; p-value = mira statistické vérohodnosti detekovanych pikti; Fold enrichment =
bohaceni methylace dané oblasti DNA oproti DNA v kontrolni experimentalni skuping; q-value = mira
statistické vérohodnosti detekovanych pikt

V Tabulkach 13 a 14 jsou obsazena anotovand data ziskana funkci peak calling.
Jednotlivé piky, které ptfedstavuji methylovanou oblast, byly pomoci skriptovaciho jazyka
Python pfifazeny ke genlim, které u téchto mist lezi nejbliZze. Jednotlivé anotace zahrnuji
informace o genu, ktery je asociovan s ptisluSnym pikem, tedy udaje o identifikaci genu, jeho
umisténi na chromozomech a orientaci vlakna DNA. Jsou zde také uvedeny informace o
poloze start kodonu, transkripénim pocatku (Tx start) a transkripénim konci (Tx end) v
genomu. Absolutni vzdalenost piku od transkripcniho pocdtku je hodnota udavajici vzdalenost
okraje methylované oblasti od prvni baze v transkripénim pocatku nebo transkripénim konci
Vv zavislosti na orientaci vldkna DNA. V piipadé, ze gen lezi na vlakné DNA orientovaném
»T pak mistem zacatku transkripce je Tx start. Pokud ale gen lezi na vlakné DNA
orientovaném opacné (,,-), pak se pocita s tim, Ze transkripce redln¢ zac¢ind v misté¢ Tx end.

Dale jsou v tabulkach uvedeny informace o methylované oblasti, tedy jeji lokalizaci v rdmci
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genu (pfed genem/uvnitt genu), a hodnoty peak pileup, peak fold enrichment a peak q-value,
které koresponduji s hodnotami vygenerovanymi prostiednictvim funkce peak calling.

Nezveiejnéné, duvérné.
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9 Diskuze

V bakalatské praci byla provedena analyza methylacniho profilu bunék se zaméifenim na
celogenomovy screening methylace DNA u bunéénych linii HCT116 rezistentnich vuéi
decitabinu. Pro tyto ucely byla pouzita matefské bunécénd linie HCT116 odvozenda od
kolorektalniho karcinomu a jeji dcefiné bunécné linie HCT116 DAC, R1.4 a R1.A JQI. V
experimentu byla pro detekci methylované DNA pouzita metoda Methyl-Capture
sekvenovani, kde pro enrichment methylovanych oblasti byl vyuzit MethylMiner Methylated
DNA Enrichment Kit (Invitrogen) a samotné sekvenovani bylo provedeno na platformé
[Mlumina pomoci HiSeq Rapid SBS Kitu.

Pted samotnym vychytdvanim methylovanych fragmenti DNA byly ke vzorkiim
vpoméru 1 : 1 ptidany methylované a nemethylované spike-in DNA kontroly, které byly
nasledné pouzity pro ovéfeni efektivity vychytdvani methylovanych fragmenti DNA, tzv.
methylmining. Tato validace byla provedena prostfednictvim metody qPCR, pficemz
z mnozstvi detekovanych kopii téchto spike-in DNA kontrol bylo vypocitano procentualniho
zastoupeni methylované a nemethylované DNA v jednotlivych eluovanych frakcich.

Informace ze sekvenatoru ukazaly, ze jednotlivé vzorky v analyze byly osekvenovany
rovnocenné a nedochazelo tak k tvorbé artefaktt, pii¢emz 97,28 % vSech sekvencnich ¢teni
melo hodnotu kvalitu vyssi nez Q30 a celkovy vytézek byl 24,74 Gb. V programu MACS2
byl proveden peak calling pro porovnani dat vzorkd vici kontrolnim hodnotam, pomoci
kterého byly detekovany vSechny methylované oblasti. Z téchto vysledki lze usuzovat, ze
zapocitanim poctu a délky vSech sekvencnich ¢teni, by byl cely genom osekvenovan celkem
1/2x.

Nasledné bylo v programu MACS2 provedeno 1 porovnani jednotlivych experimentalnich
skupin mezi sebou, ¢imz byly sledovany rozdily v methylaci na zékladé rozdilného pokryti.
Pro tento krok byla data ziskana ze sekvenovani jednotlivych vzorkt sloucena do vétsich
soubortt Vramci piislusné skupiny. Z téchto hodnot vyplyvé, ze v kazdém vzorku bylo
detekovano nejméné 200 000 oblasti DNA modifikovanych methylaci, pficemz ve skupiné¢ B
bylo téchto mist detekovano nejvice. Bunécna linie, ze které byla tato DNA izolovana, byla
oSetfena pomoci decitabinu, demethyla¢ni latky, a ocekavanym vysledkem byla tedy detekce
niz§iho poctu pikl. Tento jev lze pravdépodobné vysvétlit tim, Ze decitabin je schopen se
inkorporovat do struktury DNA, a tak muze fungovat jako falesn¢ ,,methylovana“ DNA
(Vesely et Cihak, 1977). Béhem vychytavani methylované DNA pomoci MBD proteint se na
tyto proteiny vedle methylovanych cytosini vazala i DNA s inkorporovanym 5-aza-2-
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deoxycytidinem. Tato hypotéza je dale podpotena faktem, ze decitabin zabudovany do DNA
muze také vytvaret komplex s DNA methyltransferazou (Santi et al., 1984).

Pomoci programu naskriptovaném v jazyce Python byly detekované methylované
oblasti pfifazeny ke genim lezicim v nejblizs§i oblasti. Timto zplisobem byly anotovany
vSechny piky vygenerované v programu MACS2 prostiednictvim funkce peak calling.
V bakalaiské praci byly uvedeny ptiklady anotace 10 pika ze skupiny A a C po vzijemném
porovnani. Tyto methylované oblasti byly z dat vyfiltrovany podle dvou kritérii. Prvnim
Z podminek bylo, Ze methylovana oblast lezi ve vzdalenosti mensi nez 2000 bp. Piky pak byly
sefazeny podle velikosti g-value, respektive od nejvétsi hodnoty po nejmensi, pficemz byly
odfiltrovany vSechny modifikované oblasti s niz§i hodnotou ¢ nez 6. Dal$im stupném
generovani genomickych dat by pak mohlo byt filtrovani dle biologickych procesi, do
kterych se ptislusné geny zapojuji. Timto zpiisobem anotace genti se zabyva sdruzeni zvané
Genova ontologie (Gene Ontology, GO), které se snazi definovat koncepty pouzivané pro
popisovani funkce genli a charakterizovat vztahy mezi nimi. Genova ontologie klasifikuje
funkce genti podle tfech aspekti: (1) molekularni funkce — molekularni aktivita produktd
genu, (2) bunécné komponenty — misto, kde jsou produkty gent aktivni, (3) biologické
procesy — drahy a vetsi procesy, které jsou tvoreny aktivitou n¢kolika genovych produkti.
Vsechny tyto informace jsou shromazd’'ovany v databazi GeneCards, ktera automaticky
propojuje data pfiblizn€ ze 125 internetovych zdrojt.

Nezverejnéné, divérné.

Detekce vzori methylace DNA je velmi rychle rozvijenou oblasti vyzkumu rakovinnych
onemocnéni, pfiCemz metody profilovani methylace maji velky potencidl pro identifikaci a
charakterizaci aberaci  zpuisobujici tyto choroby a umoziuji studium vlivu
chemoterapeutickych latek na genom bunc¢k pfi jejich 1é¢b&. Jednotlivé metody vyvinuté pro
analyzu methylomu Ize rozdélit do 3 skupin: (1) chemickd modifikace prostiednicim
hydrogensifi¢itanu sodného, (2) digesce restrikénimi enzymy a (3) izolace methylované DNA

zalozena na afinité¢ S5-methylcytosinu. Metoda Methyl-Capture sekvenace (MC-Seq), jejiz
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princepem je afinita 5-methylcytosinu k proteinim, kombinuje techniku precipitace
methylované DNA pomoci rekombinantni methyl-CpG-vazebné domény proteinu MBD2
s NGS. Jelikoz velké mnozstvi metod ma nevyhodu nizkého pokryti genomu (naptiklad
microarray), MC-Seq se zda jako atraktivni feSeni umoziujici zvySeni rozsahu analyzy, které
je zéaroven oproti dalSim metoddm detekce celogenomovych profili methylace DNA
(naptiklad WGBS) Casové i finanéné méné narocnd. Stejn¢ jako MC-Seq také metody RRBS
a MeDIP-Seq nevyzaduji vysoké finan¢ni néklady, avSak tyto postupy jsou oproti MC-Seq
limitovany na analyzu takové c¢asti methylované DNA, ktera je vyprodukovana pomoci

pouzitych restrikénich enzymu a protilatek (Teh et al., 2016).
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10 Zavér

Teoreticka ¢ast této bakalarské prace byla vypracovana na zakladé dostupné odborné
literatury a byly vni shrnuty poznatky zoblasti methylace DNA s dirazem na roli
epigenetickych modifikaci v karcinogenezi. Popsany byly také zékladni principy a moznosti
sekvenovani nové generace na platformé Illumina, vybrané metody detekce methylacnich
profili bunék a zavérem byla vénovana pozornost charakteristice vybranych formati
vystupnich soubori, které slouzi k analyze sekvenac¢nich dat.

V experimentalni ¢asti byla zkoumédna moznost detekce methylacnich profild bunék
prostfednictvim metody Methyl-Capture sekvenovani, kde pro vychytavani methylovanych
oblasti byl pouzit MethylMiner Methylated DNA Enrichment Kit (Invitrogen) a pro samotné
sekvenovani byly pouzity reagencie od firmy Illumina (HiSeq Rapid SBS Kit). K analyze
byla pouzita mateifska bunéénd linie rakoviny kolorekta HCT116 a jeji odvozené linie
HCT116 DAC, R1.4 a R1.4 JQ1. Vysledky ukazaly, ze béhem sekvenovani nedochéazelo ke
vzniku artefaktli a sekvenace probihala u vSech vzorkl rovnocenné, pficemz vice nez 97.28 %
vSech ¢teni mélo kvalitu vyssi nez Q30. Celkovy vytézek sekvenacni analyzy byl 24,74 Gb.
V programu MACS2, prostiednictvim funkce peak calling, byly z téchto ¢teni vygenerovany
piky odpovidajici methylovanym oblastem DNA. Z normalizovanych hodnot poctu
detekovanych pikli na 1 M sekven¢nich ¢teni bylo zjiSténo, Ze mezi témito hodnotami
V analyzovanych vzorcich neexistuje piimé spojitost. Pro souhrnnd data vSech
experimentalnich skupin bylo také v programu MACS2 provedeno porovnani jednotlivych
skupin vicéi sobé. Tyto vygenerované oblasti methylace byly nasledné v programu
naskriptovaném v jazyce Python anotovany k nejblize lezicim geniim, kdy okraj pikl byl
pfifazen k transkripénimu pocatku nejbliz§iho genu. V préci je prezentovano 10 vybranych
gentl, které jsou asociovany s piky vygenerovanymi béhem porovnani skupiny A a C a pro
které plati, ze se vyskytuji v nejblizSi blizkosti od transkripéniho pocatku daného genu a
zaroven hodnota kvality piku je vyssi nez 6.

Nezverejnéné, divérné.

V této praci byly pomoci metody Methyl-Capture sekvenovani detekovany methylacni
profily bunéénych linii HCT116. Geny, které byly pomoci tohoto screeningu identifikovany,
jsou predmétem pro validaci, na které spolupracuje kolektiv pracovnikti Ustavu molekularni a
translaéni mediciny a kterd provéfuje relevantnost téchto genii pro navozovani a udrzovani

rezistence bunécnych linit HCT116 viici demethylacni latce decitabinu.
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12 Seznam zkratek

ALAD Aminolevuli-nate dehydratase
ALS2CL ALS2 C-terminal like

ATM Amplicon Tagment Mix, 96 RXN
AzaC 5-Aza-2'-deoxycytidine

BER Base excision repair

bp Pary bazi

BWA Burrows-Wheeler alignment

C Cytosin

C-DMR Cancer-specific differentially methylated region
CaGl CpG ostrivky

CFAP58 Cilia and flagella associated protein 58
CpG Cytosine-phosphate-guanine

CRC Colorectal cancer

CSTF2 Cleavage stimulation factor, 3' pre-RNA, subunit 2, 64kDa
DAC Decitabine

ddNTP Dideoxynukleotid

DEPC Dietyl pyrokarbonat

DNA Deoxyribonukleova kyselina

DNMT DNA methyltransferaza

DNMT1 DNA methyltransferaza 1

DNMT2 DNA methyltransferaza 2

DNMT3A DNA methyltransferaza 3A

DNMT3B DNA methyltransferaza 3B

DNMT3L (cytosine-5)-methyltransferase 3-like
dNTP Deoxynukleotid

ERRFI ERBB Receptor feedback inhibitor 1
G Guanin

Gb Giga baze

Gbhp Giga basepair

GO Genova ontologie

ChIP-Seq Chromatin immunoprecipitation sequencing
H,0 Voda

H3 Histon 3

H4 Histon 4

HCT Human colorectal cancer cells

HDAC Histonova deacetylaza

HDAC1 Histonova deacetylaza 1

HDAC2 Histonova deacetylaza 2
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hg19 Human Genome 19

hMLH1 Human mutL homolog 1

HT1 Hybridization buffer

IGV Integrative Genomics Viewer

YD lodotyrosine deiodinase

JQ1 Thienotriazolodiazepine

KISS1 KiSS-1 metastasis-suppressor

KRT39 Keratin 3, Type |

LINE Long interspersed element

LOC400794 Uncharacterized LOC400794

M Mega (10°)

MACS Model-based analysis of ChIP-Seq
MC-Seq Methyl-capture sequencing

MBD Methyl-CpG-binding domain

MBD1 Methyl-CpG-binding domain 1

MBD2 Methyl-CpG-binding domain 2

MBD3 Methyl-CpG-binding domain 3

MBD4 Methyl-CpG-binding domain 4

MBP Methyl-binding protein

MeCP1 Methyl-CpG-binding domain protein 1
MeCP2 Methyl-CpG-binding domain protein 2
MeDIP Methylated DNA immunoprecipitation sequencing
MGMT 0O6-methylguanin DNA methyltransferaza
MetCap-Seq Methyl capture sequencing
MethylCap-Seq Methyl capture sequencing

MC-Seq Methyl capture sequencing

min Minuta

min. minimalné

mSin3A SINS3 transcription regulator family member A
MTA Metastasis-associated protein

MTERF1la Mitochondrial transcription termination factor 1
NaOH Hydroxid sodny

ng Nanogram

NGS Sekvenovani nové generace

NPM Nextera PCR master mix

NT Neutralize tagment buffer

NTN4 Netrin 4

Obr. Obrazek

PCR Polymerazova fetézcova reakce

PF Passing Filters
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pg Pikogram

PHD Plant homeodomain

gPCR Kvantitativni polymerazova fetézcova reakce

R Rezistentni

Rb Retinoblastoma

RbAp46 Retinoblastoma-associated proteins 46

RbAp48 Retinoblastoma-associated proteins 48

RING Really interesting new gene

RNA Ribonukleova kyselina

RRAGC Ras-related GTP binding C

RRBS Reduced representation bisulfite sequencing
RRBS-Seq Reduced representation bisulfite sequencing

SAM S-Adenosylmethionine

SBS Sequencing by synthesys

SDHAF3 Succinate dehydrogenase complex assembly factor 3
SEPT9 Septin 9

SQ Starting quantity

Tab. Tabulka

Tab-Seq Tet-assisted bisulfite sequencing

TD Tagment DNA buffer

T-DMR Tissue-specific differentially methylated region
Tet Ten-eleven translocation enzyme

TGM2 Transglutaminase 2

TMEM229 Transmembrane protein 229

TREML3P Triggering receptor expressed on myeloid cells-like 3, pseudogene
TRD Transcriptional repressor domain

Tx Transcription

UCSC The University of California Santa Cruz

UHFR1 Ubiquitin-like with PHD and ring finger domains 1
UHRF2 Ubiquitin-like with PHD and ring finger domains 2
VHL Von Hippel-Lindau tumor suppressor

WGSB Whole-genome bisulfite sequencing

WGSB-Seq Whole-genome bisulfite sequencing

ZBTB4 Zinc finger and BTB domain containing 4
ZBTB38 Zinc finger and BTB domain containing 38
ZNF812 Zinc finger protein 812
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