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Souhrn

Tato diplomova prace se zabyva identifikaci potenciondlnich methylacnich biomarkeri odpovedi na
1é¢bu bevacizumabem (anti-VEGFA inhibitor angiogeneze) u pacientd s rakovinou kolorekta se

zaméfenim na geny souvisejici s angiogenezi.

V teoretické ¢asti této diplomové prace je popsana stru¢na charakteristika methylace DNA a ucinky této
modifikace na expresi genti. V dalsich kapitolach jsou charakterizovany epigenetické zmény, ke kterym
dochazi v rakovinnych bunkach kolorekta a methylacni biologické markery pro diagnostiku, urceni
progndzy pacientu s karcinomem kolorekta a predikci odpovédi na 1é¢bu chemoterapeutickym lé¢ivem.
Vzhledem Kk nutnosti nalezeni novych biomarkert jsou v dalSich kapitolach popsany metody detekce
methylace DNA a princip metody sekvenovani nové generace na platforme [llumina. Dale jsou v praci
charakterizovany moznosti zvySeni efektivnosti sekvenovani na této platformé za cilem detekce
celogenomového methylacniho profilu a nejcastéji vyuzivané platformy firmy [llumina. Taktéz je zde

popsan stru¢ny princip analyzy sekvenacnich dat a pouzité programy.

Experimentalni ¢ast této prace je zaméiena na detekci celogenomovych methylacnich profili DNA
pomoci metody Methyl Capture sekvenovani, pfi¢emz hlavnim cilem je detekovat diferencialné
methylované oblasti ve vzorcich pacientii s kolorektalnim karcinomem, ktefi jsou IéCeni
bevacizumabem, a identifikovat potencionalni methyla¢ni biomarkery odpovédi na 1é¢bu touto latkou.
Bylo identifikovano 20 gend hypermethylovanych ve skupiné respondentti a 1 gen hypomethylovany
ve skupiné€ non-respondentti, jejichz umlceni v diisledku methylace, mize mit roli v rozdilné odpovédi
pacientll vici této 1é¢bé. Hypermethylované oblasti genit EN1 a SFRP2 ve skupiné respondenti, byly
validovany pomoci bisulfitového sekvenovani. Nejvyssi korelaci mezi vysledky z Methyl Capture

sekvenovani a bisulfitového sekvenovani vykazovaly oblasti genu EN1 EN1_A a EN1_C 2.



Summary

This master’s thesis is focused on identification of potentional methylation biomarkers, that might
predict response to the treatment of bevacizumab (anti-VEGFA inhibitor of angiogenesis) in patients

with colorectal carcinoma with focus on genes associated with angiogenesis.

In the theoretical part of this master’s thesis there are described basic characteristics of DNA methylation
and its impact on gene expression. In the next chapters are mentioned and desribed epigenetic changes,
which occur in the colorectal cancer cells and methylation biological markers used for diagnosis,
determination of prognosis for patients with colorectal carcinoma and prediction of therapeutic response
to the chemotherapeutic agents. Due to the requirement of new biomarkers, there are also described
methods used for detection of DNA methylation and the principle of next generation sequencing on the
Illumina sequencing platform. Further, there are also described options for raising effectiveness
of sequencing on the Illumina sequencers and basic principle of data analysis and programs, which were
used for that.

The practical part of this thesis is focused on the whole genome detection of DNA methylation profiles
by Methyl Capture sequencing. The main goal of this work was to detect differently methylated regions
in the DNA samples of patients with colorectal carcinoma, which are treated by bevacizumab, and to
identificate potentional methylation biomarkers of response to this treatment. There have been identified
20 genes hypermethylated in the group of patients responding to the bevacizumab treatment (responders)
and 1 gene hypomethylated in the non-responsive group of patients (non-responders). Hypermethylated
regions in non-responders located next to EN1 and SFRP2 genes have been validated by bisulfite
sequencing. Methylated regions of EN1 gene, EN1 A and EN1_C 2, showed highest correlation

between data from Methyl Capture sequencing and bisulfite sequencing.
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1 Uvod

Methylace DNA je epigenetickd modifikace, ke které nejCastéji dochazi na patém uhliku v cyklické
struktufe cytosinové baze. Tyto kovalentni zmény maji vliv na expresi gend a jsou zapojeny do mnoha
biologickych procest, jako jsou inaktivace chromozomu X a genomicky imprinting. Methylace DNA
stejné jako dalsi epigenetické modifikace, RNA interference a modifikace histond, maji dilezitou roli

v procesu karcinogeneze rakoviny kolorekta.

Zmeény v hladin€¢ methylace urcitych oblasti v genomu nadorovych bunék mohou slouzit jako nastroj
pro diagnostiku, stanoveni progndzy u pacientd s timto onemocnénim a predikci odpovédi na 1é¢bu
terapeutickymi latkami. Pro identifikaci methylaénich biologickych biomarkert je pouzivano velké
mnozstvi riznych metod detekce methylovanych cytosinovych bazi, pfi¢emz jejich hlavnim spoleénym
rysem je sekvenovani nové generace. V nynéjsi dobé je sekvenovani syntézou na platformach firmy

[llumina nej¢astéji pouzivanou technologii pro celogenomovou detekci methyla¢nich profilt.

Rakovina kolorekta je druhou nejasté&jsi pfi¢inou umrti v zapadnim svété, pficemz bevacizumab
(Avastin) je 1é¢ivo pouzivané pro 1é¢bu pacientd s timto onemocnénim. Doposud nebyl identifikovan
biomarker odpovédi organismu na tuto 1é¢bu, a proto je tento problém cilem studia mnoha védeckych
pracovist’ po celém svété. V praktické ¢asti byla pro detekci zmén v methylaci DNA pouzita metoda
Methyl Capture sekvenovani a cilem prace bylo identifikovat potencionalni methylaéni biomarker, ktery
by umoznil rozlisit pacienty, u kterych dochazi k rozvoji rezistence vici 1écbé bevacizumabem, od
pacientli, ktefi na 1écbu odpovidaji pozitivné. Methylacni profil gend EN1 a SFRP2 byl validovan

pomoci metody bisulfitového sekvenovani.



2 Cil prace
Teoreticka ¢ast

e Prohloubit znalosti v oblasti methylace DNA, zejména v souvislosti s CRC.

o Prohloubit znalosti o epigenetickych zménach ve vybranych typech nadorti (CRC).

e Seznamit se s problematikou prediktivnich biomarkerti v souvislosti s nddorovym bujenim.

e Prohloubit znalosti problematiky sekvenovani na platformé¢ Illumina MiSeq/HiSeq
a moznostech zpracovani dat S vysokym sekvena¢nim pokrytim.

e Seznamit se s nejnovej$imi moznostmi detekce methylacniho profilu pomoci sekvenovani

nové generace (NGS) ptip. nanopdrové sekvenacni technologie.
Prakticka cast

e Zvladnuti izolace DNA z FFPE nadord, fragmentace a kvantifikace.

e Zvladnuti pfipravy obohacené methylované DNA pomoci principu "MethylMiner" resp.
"methyl capture".

e Zvladnuti ptipravy sekvenacni knihovny pomoci kitu [llumina Nextera XT.

e Sekvenovani vzorkii obohacené methylované DNA.

e Zpracovani sekvenacnich dat z methylomovych analyz.

o Biologicka interpretace dat z methylomovych analyz.

e Analyticka validace vysledkd.



3 Methylace DNA

Genetika je véda zabyvajici se studiem dédicnym zmén ve funkci nebo aktivité genil v disledku zmén
v sekvenci DNA (bodova mutace, delece, inzerce, translokace). Naopak epigenetika studuje zmény ve
funkci nebo aktivité gend, které nejsou asociovany se zménami samotné sekvence DNA. Mezi hlavni
epigenetické modifikace se fadi methylace DNA, RNA interference a modifikace histont (Vyskot,
2010).

Jako prvni objevil modifikovany cytosin v roce 1948 Rollin Hotchkiss (Hotchkiss, 1948). Nicméné
samotny vliv methylace DNA na regulaci exprese gent a diferenciaci bunék byl prokazan az ve studiich
z 80. let 20. stoleti (Holliday et Pugh, 1975; Compere et Palmiter, 1981).

K methylaci DNA, tedy pienosu methylové skupiny na paty uhlik v cyklické struktuie cytosinu za
vzniku 5-methylcytosinu (5mC), dochazi v bunkach bakterii, rostlin, hub a zivocicht, pfi¢emz ma
dilezitou roli v mnoha bunéénych procesech. Piikladem je embryogeneze, transkripce, prestavby
struktury chromatinu, inaktivace chromozomu X, genomicky imprinting a stabilita chromozomu (Bestor
et al., 2000; Brown et al., 2007; Li et al., 1992; Lippman et al., 2004; Lister et al., 2008; Weber et al.,
2007). V mnohobuné¢nych organismech jsou epigenetické zmény pticinou existence riznych profilt

genové exprese v riznych typech bunck a tkéni.
3.1 Lokalizace 5-methylcytosinu v genomu

Celkové mnozstvi 5mC tvofi v lidském genomu ptiblizné 1 % nukleovych kyselin (Ehrlich et al., 1982).
K vétsiné methylace DNA dochazi na cytosinovych bazich, které jsou v sekvenci DNA nasledovany
guaninovou bazi. Tato mista jsou oznacovana jako CpG (Cytosin-fosfat-Guanin) dinukleotidy nebo také
CpG mista. Tyto CpG dinukleotidy jsou rozprostfeny po celém lidském genu, pticemz poéet CpG mist
je v pribéhu zivota snizovan Vv disledku spontanni deaminace SmC na thymin a chyb pii opravé DNA,

coz je jeden z hlavnich zdroji mutaci (Coulondre et al., 1978; Bird, 1980; Shen et al., 1994).
3.1.1 CpG ostrovy

Jako CpG ostrovy (CGI; CpG Island) jsou ozna¢ovany oblasti DNA o velikosti 300 az 3 000 bp, které
jsou charakterizovany vys$s$i hustotou CpG dinukleotidii, nez je tomu u zbytku genomu. Tyto CpG
ostrovy jsou piitomny u vice nez 70 % promotorovych oblasti genli, zejména housekeeping genti
(Saxonov et al., 2006; Gardiner-Garden et Frommer, 1987), pficemz CpG ostrovy asociované

s promotory jsou Vv lidském genomu vysoce Konzervované (lllingworth et al., 2010).

Methylace CpG ostrovi asociovanych s promotorovymi oblastmi (CGI promotor) méa za nasledek
stabilni uml¢eni genové exprese (Viz Obrazek 1) (Mohn et al., 2008). Tato schopnost regulovat expresi
genu prostiednictvim methylace CpG ostrovii ma obzvlasteé dulezitou roli pfi nastolovani imprintingu
(Wutz et al., 1997; Caspary et al., 1998; Choi et al., 2005). Methylace CpG ostrovu dale reguluje expresi
gend béhem vyvoje a diferenciaci (Shen et al., 2007b; Weber et al., 2007; Fouse et al., 2008; Meissner



etal., 2008). Nicméné piestoze je methylace DNA zapojena do procest specializace bunék, CpG ostrovy
asociované s transkripnimi pocatky jen velmi ziidka vykazuji tkanoveé specificky methyla¢ni profil.
Naopak oblasti v genomu oznacované jako biehy CpG ostrovii, které jsou od CpG ostrovi vzdaleny az
2 kb (viz Obrazek 2), jsou asociované s vysoce konzervovanymi vzory methylace DNA. Dale bylo
zjisténo, ze stejné jako u CpG ostrovi methylace téchto bfehti koreluje se snizenou genovou expresi
(Rakyan et al., 2004; Eckhardt et al., 2006; Meissner et al., 2008; Irizarry et al., 2009; Illingworth et
al., 2010; Maunakea et al., 2010).
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Obrazek 1: Methylace CpG ostrovu v promotorové oblasti. A) Nepfitomnost methylace DNA vede
k aktivaci transkripce pfislusného genu. B) Pfitomnost methylace v promotorové oblasti vede k umléeni

transkripce souvisejiciho genu (upraveno podle Tae et al., 2014).
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Obrazek 2 : CpG ostrov (CGI) s piilehlymi CGI biehy (upraveno podle Van Dongen et al., 2014)
3.1.2 Intergenové oblasti

Ptiblizné 45 % sav¢iho genomu je tvofeno transponovatelnymi a viralnimi elementy, pficemz vétSina
téchto element je inaktivovana methylaci DNA nebo mutacemi, které vznikaji jako duasledek
deaminace 5mC na thymin (Walsh et al., 1998). Exprese téchto elementt mtize piedstavovat riziko pro
stabilitu genomu. To je zplisobeno tim, Ze replikace téchto elementi a jejich nasledna inzerce miize vést
k naruSeni sekvence genu a vzniku mutace. Methylace DNA ma tedy v tomto piipadé funkci represe
genové exprese (Michaud et al., 1994; Wu et al., 1997; Kuster et al., 1997; Gwynn et al., 1998; Ukai et
al., 2003).



3.1.3 Télo genu

V kontextu methylace DNA termin té€lo genu oznacuje oblast genu od prvniho exonu k dolnimu konci
genu (downstream). Prvni exon je studovan separatné, jelikoz jak methylace promotoru, tak i methylace
prvni exonové sekvence vede k umléeni genové exprese (Brenet et al., 2011). Naopak methylace téla
genu je asociovana s vy$si hladinou genové exprese v délicich se bunikach (Hellman et Chess, 2007;
Ball et al., 2009; Aran et al., 2011). Nicméné zvySena exprese gent nebyla detekovana u pomalu se
délicich a nedélicich se bunék, jako je tomu napfiklad v ptipadé nervovych bunék (Aran et al., 2011;
Guo et al., 2011a; b).

Role methylace téla genti neni zcela jasna, nicméné ve studii pana Yanga a jeho kolegii z roku 2014 bylo
ukazano, ze aplikace demethylaéni latky, decitabinu, na buitky HCT116 vedla nejen k reaktivaci genové
exprese, ale taktéz ke sniZeni exprese aberantn¢ exprimovanych genti. Zeslabeni exprese byla zpiisobena
demethylaci DNA tél genil, pfi¢emz k zpétnému zesileni transkripce byla vyzadovdna enzymaticka

aktivita DNA methyltransferazy 3 B (Yang et al., 2014).

Studie pana Wanga a jeho kolegli zroku 2016 ukazala, Ze methylace téla genu ITPKA (Inositol-
Trisphosphate 3-Kinase A) vede kaberantnimu posileni jeho exprese, coz ma roli v procesu
karcinogeneze. Tento jev byl zaznamenan v rakovinnych bunikach prsou i plic, pficemz methylace téla

genu ITPKA je potencionalnim biomarkerem pro ranou detekci (Wang et al., 2016).
3.2 Methylace non-CpG mist

V lidskych kmenovych butikach dochazi k methylaci cytosinové baze taktéz mimo CpG sekvence (CpA,
CpT, CpC). Bylo zjisténo, ze k methylaci cytosinu v non-CpG mistech dochazi Castéji v oblasti téla
genu nez v promotorové oblasti, kde methylace DNA ma ¢asto funkci uml¢ovaci (Laurent et al., 2010;
Lister et al., 2009). Naopak methylace v non-CpG mistech v oblasti téla genu pozitivné koreluje
s genovou expresi. Methylace non-CpG mist je vice zastoupena u genti kodujicich proteiny, které jsou
zapojeny do procestt metabolismu RNA. Dalsi charakteristickou vlastnosti methylace non-CpG mist je
to, ze non-CpG mista nejsou methylovana Vkmenovych buinikach, ale spiSe kni dochazi

u diferenciovanych bunék (Lister et al., 2009).

Methylace cytosinti v non-CpG ostrovech promotorovych oblasti mize stejné jako methylace CpG
ostrovl vést k umlceni genové exprese a mize tak napomahat pri zakladani tkanové specifickych
methyla¢nich vzort. Napfiiklad methylace non-CpG promotora gentt LAMB3 (Laminin Subunit Beta 3)
a RUNX3 (Runt Related Transcription Factor 3), vykazuje tkafiovou specifitu a vede k umléeni jejich
exprese (non-CpG promotory podle kritérii ze studie Takai et Jones, 2002). Navic promotor genu
LAMB3 je aberantné¢ methylovan v rakovinnych bunkach moc¢ového méchyte. Tento jev naznacuje, ze

aberantni methylace téchto promotori ma taktéz roli v procesu karcinogeneze (Han et al., 2011).



3.3 Enzymy methylujici DNA

Methylace DNA je katalyzovana rodinou enzymii oznacované jako DNA methyltransferazy (DNMT),
které zprostiedkovavaji prenos methylové skupiny z molekuly S-adenosylmethioninu (SAM) na paty
uhlik v cyklické struktufe cytosinu za vzniku 5mC (viz Obrazek 3). PiestozZe tyto proteiny maji velmi
podobnou strukturu s velkou regulaéni doménou na N- konci a katalytickou doménou na C- konci,

jednotlivé enzymy se 1isi svoji funkci a vzorem exprese (Yen et al., 1992; Xie et al., 1999).
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Obrazek 3: Konverze cytosinu na 5-methylcytosin pomoci aktivity enzymu DNA methyltransferazy

(upraveno podle Gibney et Nolan, 2010)

DNMT1 (DNA (Cytosine-5)-Methyltransferase 1), je oznaovana jako udrzovaci DNA
methyltransferaza, kterd preferencné katalyzuje methylaci hemimethylovaného vlakna DNA
vznikajiciho pfii replikaci (Pradhan et al., 1999; Ramsahoye et al., 2000). DNMTL1 se vaZe na nov¢
syntetizované vlakno a zprostfedkovava pienos methylovych skupin tak, aby vznikly methyla¢ni vzor
na novém vlakné odpovidal methylaci na vlakné rodi¢ovském (Hermann et al., 2004). DNMT1 je navic
schopna opravovat chyby v methylaci DNA (Mortusewicz et al., 2005). DNMT1 je vysoce exprimovana

v sav¢ich tkanich véetné mozku (Goto et al., 1994).

DNMT3A (DNA (Cytosine-5)-Methyltransferase 3 A) a DNMT3B (DNA (Cytosine-5)-
Methyltransferase B) jsou enzymy, které maji velmi podobnou strukturu a funkci, ale 1isi se od sebe
riznou genovou expresi. DNMT3A je exprimovana relativné ubikvitné, naopak DNMT3B je slabé
exprimovana ve vétsing diferenciovanych tkani s vyjimkou bunék §titné zlazy, varlat a kostni diené (Xie
et al., 1999). Jelikoz mohou tyto enzymy methylovat i nemethylovana vlakna DNA, jsou DNMT3A
a DNMT3B oznacovany jako de novo DNA methyltransferazy (Okano et al., 1999).

Poslednim ¢len rodiny DNA methyltransferaz je enzym DNMT3L (DNA (Cytosine-5)-
Methyltransferase 3 Like). Tento protein ve své struktute postrada katalytickou doménu (Aapola et al.,
2001; Hata et al., 2002), nicméné¢ DNMT3L se vaze na DNMT3A a DNMT3B a stimuluje tak jejich
methyltransferdzovou aktivitu (Hata et al., 2002; Suetake et al., 2004; Jia et al., 2007).



3.3.1 De novo methylace DNA

Enzymy DNMT3A a DNMT3B se na DNA vazou pomocé PWWP domény a katalyzuji de novo
methylaci (Ge et al., 2004). Bylo zjisténo, ze moznou roli v regulaci de novo methylace maji transkripéni
faktory (TF). Vazba téchto TF muze sekvence DNA pied methylaénimi procesy chranit (Straussman et
al., 2009; Gebhard et al., 2010; Lienert et al., 2011), nebo naopak podnécovat vazbu enzymi DNMT
a tim methylaci DNA zprostiedkovavat (Brenner et al., 2005). CpG ostrovy jsou vazbou TF primarné
pted methylaci DNA chranény (Brandeis et al., 1994; Macleod et al., 1994; Straussman et al., 2009;
Gebhard et al., 2010). V piipad¢, Ze jsou vazebna mista pro TF mutovana, nejsou CpG ostrovy schopny

udrzet sviij nemethylovany stav (Brandeis et al., 1994; Macleod et al., 1994).
3.4 Demethylace DNA

Demethylace DNA muze probihat jak aktivné, tak i pasivné. K pasivni demethylaci DNA dochazi
v délicich se bunkach, kdy k rodi¢ovskému vlaknu je syntetizovano vlakno nové. Methyla¢ni vzor je
béhem replikace DNA udrzovan pomoci proteinu DNMT1, pficemz inhibice tohoto enzymu nebo jeho
dysfunkce vede k tomu, Ze nové inkorporované cytosinové baze ziistavaji nemethylované. Aktivni
demethylace je proces nékolika chemickych reakci, deaminaci/oxidaci, které modifikuji 5mC za vzniku
produktu, ktery je nasledné odstranén v procesu excizni opravy bazi (BER; Base Excision Repair)
a nahrazen novym cytosinem. Probiha v délicich se i nedé€licich se bunkach a je katalyzovan enzymy
(Mayer et al., 2000; Oswald et al., 2000; Paroush et al., 1990; Zhang et al., 2007).

K modifikaci SmC miZe dochézet na dvou mistech v jeho struktufe, na aminové skupin€ nebo skupiné
methylové. V prvnim pfipadé dochazi k deaminaci aminu za vzniku karbonylové skupiny
prostiednictvim komplexu AID/APOBEC (Activation Induced Deaminase/Apolipoprotein B mRNA
Editing Enzyme Complex), coz vede ke konverzi 5mC na thymin. Toto chybné parovani bazi indukuje
aktivitu mechanismu BER (Bhutani et al., 2010; Muramatsu et al., 2000; Popp et al., 2010).

Dalsi mechanismus aktivni demethylace DNA je zprostfedkovan Ten Eleven Translocation (TET)
enzymy. Tyto proteiny katalyzuji pfenos hydroxylové skupiny na methylovou skupinu 5mC za vzniku
5-hydroxymethylcytosinu (5hmC) (Tahiliani et al., 2009; Ito et al., 2010), ktery je stejné jako SmC
zapojen do procest vyvoje, diferenciace ¢i karcinogeneze (Pfeifer et al., 2013). Takto vznikly ShmC

mize byt zpét konvertovan na cytosin prostiednictvim dvou riznych mechanismi.

V prvnim znich dochazi k opakované oxidaci 5hmC TET enzymy za vzniku 5-
formylcytosinu (5fC) a poté 5-karboxylcytosinu (5caC) (Ito et al., 2011). V druhém mechanismu je
5hmC deaminovan pomoci komplexu AID/APOBEC na 5-hydroxymethyluracil (Guo et al., 2011a).
Ve v8ech pfipadech aktivni demethylace DNA jsou vznikld modifikovana residua (thymin, 5ShmC, 5fC,
5caC) odstépena a nahrazena novou cytosinovou bazi prostfednictvim repara¢niho systému BER

(Cortellino et al., 2011; He et al., 2011).



3.5 Methyl-vazebné proteiny (MBP)

Jak jiz bylo zminéno, methylace DNA samotnd mulize zplUsobovat potlaceni genové exprese, ato
v disledku naruseni vazby TF na DNA. Nicméné jista skupina proteind s vysokou afinitou pro 5mC
taktéZ inhibuje vazbu téchto faktorti. Methylové skupiny na cytosinovych bazich jsou rozeznavany tiemi
odlisnymi methyl-vazebnymi rodinami proteind (MBP; Methyl-CpG-Binding Protein): MBD proteiny
(Methyl-CpG-Binding Domain), UHFR proteiny (Ubiquitin-Like, Containing PHD and RING Finger
Domain) a ZFP proteiny (Zinc Finger Protein).

MBD proteiny, MBD1-4 (Methyl-CpG-Binding Domain Protein 1-4) a MeCP2 (Methyl-CpG-Binding
Protein 2), ve své struktufe obsahuji methyl-CpG-vazebnou doménu, ktera jim umoznuje vazat se na

CpG mista v DNA (Nan et al., 1993; Meehan et al., 1989; Lewis et al., 1992; Hendrich et Bird, 1998).

Protein MBD3 ma ve své MBD doméné mutaci, ktera mu neumoziuje vytvofit vazbu na DNA
(Hendrich et Bird, 1998). Protein MBD4 se na DNA vaze normalng, ale preferenéné rozeznava mista
v genomu, kde je guaninova baze zaménéna za thymin, uracil nebo 5fC a asociuje s proteiny, které jsou
zapojeny do mechanismi oprav chybného parovani bazi (Bellacosa et al., 1999; Hendrich et al., 1999;
Petronzelli et al., 2000; Millar et al., 2002; Wong et al., 2002). Ostatni ¢lenové MBD rodiny maji
schopnost vazat se pfimo na methylovanou DNA a obsahuji ve své struktufe transkripéni represorovou
doménu, ktera umoziuje MBD proteiniim asociovat s riznymi represorovymi komplexy (Nan et al.,

1998; Ng et al., 1999; Sarraf et Stancheva, 2004).

UHREF proteiny UHFR1 a UHFR 2 (Ubiquitin-Like, Containing PHD and RING Finger Domain 1 a 2)
jsou multidoménové proteiny, které se na methylované baze cytosinu vazou pomoci SET a RING
domény (Hashimoto et al., 2008; Hashimoto et al., 2009). Oproti ostatnim proteiniim vazajicich se na
methylované skupiny neni primarni funkce UHRF proteinti vazat se na DNA a potlacovat transkripci
pfislusnych gend. Proteiny rodiny UHFR se béhem replikace DNA nejprve vazou na enzym DNMT1,
¢imz jej vedou k hemimethylované DNA za cilem udrzet methyla¢ni vzor genomu (Sharif et al., 2007;
Bostick et al., 2007; Achour et al., 2008).

Posledni skupinu methyl-vazebnych protein tvofi rodina ZFP proteint, které se na methylovanou DNA
vazou pomoci zinc finger domény a tim zptisobuji potlac¢eni genové exprese (Prokhortchouk et al., 2001;
Yoonetal., 2003; Filion et al., 2006; Lopes et al., 2008). Do této proteinové rodiny patii proteiny Kaiso,
ZBTB4 a ZBTB38 (Zinc Finger And BTB Domain Containing 4 a 38) (Prokhortchouk et al., 2001,
Filion et al., 2006). Protein Kaiso se vaze na sekvence, obsahujici vedle sebe lezici dvé methylovana
CpG mista (Daniel et al., 2002). V piipadé proteini ZBTB4 a ZBTB38 dochazi k rozeznéni jednoho
methylovaného CpG dinukleotidu, pfesto se oba proteiny preferenéné vazou ha sekvence s motivem, ve
kterém chybi 5mC (Daniel et al., 2002; Sasai et al., 2010).



3.6 Interakce mezi methylaci DNA and dalSimi epigenetickymi mechanismy

DNA v eukaryotickych burikach je udrzovana ve stavu, ktery oznacujeme jako chromatin, coz je
komplex DNA, RNA a proteinti. Primarni funkci chromatinu je regulovat kompaktnost DNA, chranit
DNA pfed poskozenim a kontrolovat expresi gent a replikaci DNA. Zakladnimi komponentami tvofici
chromatin jsou histonové proteiny. Histony tvofi proteinové oktamery, které se skladaji vzdy ze dvou
kopii ¢tyt zakladnich proteint — histony H2A, H2B, H3 a H4. Kazdy oktamer obsahuje sekvenci DNA
o velikosti 147 bp, pticemz dohromady tento komplex tvofi nukleozom (Vyskot, 2010).

K modifikacim histoni dochazi na jejich N- konci a ovliviiuji tak stav DNA. Mezi tyto modifikace patii
acetylace, methylace, fosforylace, ubikvitinylace, sumoylace, deaminace aizomerace prolinu.
Postranslacni modifikace histonovych proteinti pozménuji strukturu nukleozomu a ovliviiuji tak
transkripci asociovanych genti, kdy za inaktivni je povaZzovan chromatin v kompaktnim stavu

(heterochromatin) a naopak aktivni chromatin ma strukturu rozvolnénou (euchromatin) (Vyskot, 2010).

DNMT se mohou vazat na enzymy, které jsou zodpovédné za modifikace histonovych proteinti za cilem
navozeni represivniho stavu genti v dané oblasti DNA. Ptikladem je vazba DNMT1 a DNMT3B na
histonovou methyltransferazu SUV39H1 (Suppressor Of Variegation 3-9 Homolog 1), ktera zptisobuje
methylaci lysinu 9 na histonu H3 (H3K9me) a nasledné potlaceni genové exprese (Fuks, 2003). Dale se
mohou tyto proteiny vazat na histonové deacetylazy, které katalyzuji odstranéni acetylovych skupin
Z histontl, coz vede k tésné&jsimu sbaleni DNA a potlaceni transkripce (Fuks et al., 2000; Geiman et al.,
2004).

Modifikace histona ale taktéZz mohou ovlivnit methylaéni vzor DNA. Enzym DNMT3B se vaze na
histon H3 a podnécuje tak DNMT3A a DNMT3B k methylaci DNA dané oblasti (Ooi et al., 2007).
Nicméné piitomnost trimethylace lysinu 4 na histonu H3 (H3K4me®) zabratiuje vazbé DNMT3A,
DNMT3B a DNMTS3L na histon H3, a tak zamezuje methylaci (Ooi et al., 2007; Zhang et al., 2010),
pfi¢emz bylo zjisténo, Ze oblast DNA s CpG ostrovy obsahuje vysokou hladinu H3K4me® (Mikkelsen
et al., 2007). Naopak zvySena hladina acetylace histonti mize zpusobit demethylaci DNA (Cervoni et
Szyf, 2001; D’ Alessio et al., 2007).

Nesilnéjsim spojenim mezi methylaci DNA a modifikacemi histoni ale tvofi methyl-vazebné proteiny.
MBD a UHFR proteiny interaguji s methylovanou DNA a histony za u¢elem potlaceni genové exprese
(Nan et al., 1998; Ng et al., 1999; Sarraf et Stancheva, 2004; Citterio et al., 2004; Karagianni et al.,
2008). Naptiklad protein MeCP2 podnécuje histonové deacetylazy k odstranéni acetylovych skupin
a potlaceni transkripce gent (Jones et al., 1998; Nan et al., 1998; Fuks, 2003). Navic MeCP2 posiluje
represivni stav chromatinu prostiednictvim pasobeni na histonové methyltransferazy, které katalyzuji

methylaci lysinu 9 na histonu H3 (H3K9me) (Fuks, 2003).



3.7 Mechanismus vzniku aberantni methylace DNA

Spole¢nou charakteristikou rakovinnych bun¢k je zména v normalnim methyla¢nim vzoru, tedy vysoka
hladina methylace v promotorovych oblastech (hypermethylace) a globalni pokles methylace DNA
v celém genomu (hypomethylace) (Esteller et al., 2001). Pfesné vysvétleni pro aberantni zmény
v methyla¢nim profilu rakovinnych bunék neni pln€ jasné, nicméné existuji aspekty, které mohou

ovlivnit normalni funkci regulace genové exprese prostfednictvim methylace DNA.

Mezi nejbéznéjsi vysvétleni pro vznik aberace v regulaci methyla¢niho profilu je zvySena exprese
DNMT, coz ma za nasledek hypermethylaci DNA. Tento jev byl pozorovan v mnoha typech rakovin,
jako je napiiklad leukémie (Melki et al., 1998) nebo rakovina plic (Belinsky et al., 1996). Dale bylo
zjisténo, ze ztrata exprese genu TET1 (Ten Eleven Translocation 1) kodujici enzym zodpovédny za
demethyla¢ni mechanismy, by mohla mit taktéZ roli pii zvySeni hladiny methylace cytosinovych bazi

v burikach rakoviny kolorekta (CRC; colorectal carcinoma) (Kai et al., 2016).

Dalsim vysvétlenim pro vznik aberantni methylace DNA jsou rozdily v DNA sekvenci CpG ostrovii.
Jisté sekven¢ni vzory mohou zpusobit citlivost téchto mist k methylaci DNA nebo naopak mohou CpG
ostrovy v promotorovych oblastech pfed methylaci chranit (Feltus et al., 2003). Navic bylo zjisténo, ze
mezi CpG ostrovy muze dochazet k $iteni methylace DNA (Tollefsbol et Hutchinson, 1997).

Vliv na aberantni methylaci DNA ma taktéz vyziva. Bylo zjisténo, ze urcité slozky potravy, naptiklad
zvySeny piijem folatu, mohou ovlivnit mnozstvi dostupnych methylovych skupin, které jsou pro
methylaci DNA potiebné (Wu et Santi, 1985). Naopak nedostatek selenu v potravé krys mize zpusobit
hypomethylaci DNA v buikach tlustého stfeva, zatimco dlouhodobé vystaveni krys kadmiem iniciuje
hypomethylaci DNA, ktera je nasledné doprovazena hypermethylaci. Tento jev je zptisoben schopnosti
kadmia inhibovat DNMT (pii kratkodobém vystaveni), coz vede k hypomethylaci DNA, pfi¢emz
dlouhodoba aplikace vede k posileni aktivity DNMT a zvySeni hladiny methylace DNA (Takiguchi et
al., 2003). V dalsi studii pozorovali vliv alkololismu na methylaci DNA, pficemz byla detekovana

zvySena hladina methylace a snizena exprese DNMT3B (Bonsch et al., 2006).
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4 Epigenetické zmény v rakovinnych bunkach kolorekta (CRC)

vvvvvvvv

(Ferlay et al., 2013; Siegel et al., 2014), ktera kazdy den postihuje vice nez jeden milion lidi. CRC je
vysoce heterogenni onemocnéni, ve kterém jsou rizné podskupiny charakterizovany odliSnymi
genetickymi, cytogenetickymi a epigenetickymi zménami v epitelidlnich buiikdch sliznice tlustého
stteva (Migliore et al., 2011), pfi¢emz primarn¢ jsou témito zménami zasazeny onkogeny, tumor
supresorové geny a geny zapojené do opravy DNA (Harrison et Benziger, 2011). Tyto zmény jsou

pficinou ptechodu normalnich epitelidlnich bunék v bunky rakovinné (Jass et al., 1989).

V piipadé rakoviny kolorekta je hlavnim znakem tohoto onemocnéni genomicka nestabilita. Nicméné
Vv ramci rozsahlé skupiny typl onemocnéni, které se hromadné oznacuji jako CRC, rozlisujeme ti'i hlavni
molekularni  podtypy: (1) mikrosatelitova nestabilita (MSI; Microsatellite Instability),
(2) chromozomalni nestabilita (CIN; Chromosomal Instability) a (3) methylatorovy fenotyp (CIMP;
CpG Island Methylator Phenotype). Piitomnost téchto tii jevii v CRC se navzajem nevyluéuje, pficemz
rakovinné bunky mohou vykazovat znaky né€kolika drah vedouci ke vzniku CRC (Muleris et al., 2008;
Pino et Chung, 2010).

Z epigenetického hlediska mtze byt CRC rozdélen na dvé skupiny: (1) skupina nadort
s CIMP fenotypem (CIMP+) vykazujici hypermethylaci DNA a (2) skupina nadora bez CIMP fenotypu
(CIMP-), u kterych neni detekovano zvysené mnozstvi methylovanych CpG dinukleotidi (Toyota et al.,
1999). Podle tohoto pfistupu Ize navic CRC rozdélit na tii podskupiny (Shen et al., 2007c).

Prvni skupinou jsou CIMP1 nadory, které ¢asto vykazuji MSI (80 %) a mutace v genu BRAF ((B-Raf
Proto-Oncogene, Serine/Threonine Kinase) (53 %). MSI je ve vétSiné piipadu vysledkem inaktivace
gentl pro opravu DNA, pficemz K této inaktivaci mize dochazet mutacemi (20 % MSI CRC) nebo
hypermethylaci gentt MLH1 (MutL Homolog 1), MSH2, MSH6 (MutS Homolog 2 a 6), PMS2 (PMS1
Homolog 2) (80 % MSI CRC) (Shen et al., 2007c; Popat et al., 2005; Ward et al., 2001).

Druhou skupinou jsou nadory CIMP2, u kterych je detekovana mutace v genu KRAS (KRAS Proto-
Oncogene, GTPase) (92 %), ale jen ojedinéle vykazuji MSI a mutace v genech BRAF nebo TP53 (Tumor
Protein p53) (Shen et al., 2007¢).

Tteti skupinu tvoti nadory CIMP-, u kterych se s vysokou frekvenci objevuji mutace genu TP53 (71 %)
(Shen et al., 2007c).
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4.1 Role methylace DNA v karcinogenezi CRC

V roce 1983 byla detekovana ptitomnost globalni hypomethylace DNA a nedostatek celkového
mnozstvi 5SmC v tkanich CRC. Tento jev byl pfevazné pozorovan u CpG dinukleotidii pfitomnych
Vv repetitivnich sekvencich, pticemz k depleci methylace dochazi postupné s pfibyvajicim vékem a brzy

v procesu karcinogeneze (Feinberg et Vogelstein, 1983a).

Zatimco hypermethylace DNA zptsobuje potladeni exprese tumor supresorovych genti, globalni
hypomethylace DNA ovliviiuje vznik CRC prostiednictvim indukce MSI a ztraty imprintingu (Chen et
al., 1998; Holm et al., 2005; Graudet et al., 2003; Suzuki et al., 2006), coz mize zpusobit zvysenou
expresi imprintovanych gent a tim zvysit nachylnost jedince ke vzniku rakoviny (Sakatani et al., 2005;
Cui et al., 2002).

K celogenomové hypomethylaci DNA v rakovinnych bufikach obecné dochazi v oblastech genomu
obohacujici repetitivni transponovatelné elementy, jako jsou napiiklad dlouhy rozptyleny jaderny
element LINEL (Long Interspersed Nuclear Element 1) nebo kratké rozptylené nukleotidové elementy
(SINE; Short Interspersed Nuclear Element), k tomuto jevu taktéZ dochazi v butikach CRC (Lander et
al., 2001; Yamamoto et al., 2008; Pattamadilok et al., 2008; Goel et al., 2010; Ogino et al., 2008a).

Hypomethylace LINE1 inverzné koreluje se statusem MSI a fenotypem CIMP (Ogino et al., 2008a;
Estécio et al., 2007). Navic je prokazano, ze zvySena hypomethylace LINE1 koreluje s hor§im piezitim
pacientt (Ogino et al., 2008b; Antelo et al., 2012; Ahn et al., 2011; Rhee et al., 2012). Jednou hypotézou
vysvétlujici vliv tohoto jevu na pribéh karcinogeneze je, Ze hypomethylace elementd LINE ¢i SINE

indukuje netimyslnou aktivaci potencionalnich protoonkogent (Wolff et al., 2010).

Globalni hypomethylace DNA byva doprovazena hypermethylaci a transkripénim uml¢enim nékolika
tumor supresorovych genli nebo gent zapojenych do oprav DNA (Feinberg et Vogelstein, 1983b).
Piedpoklada se, ze v genomu CRC jsou primérné aberantné methylované stovky gent (Lao et Grady,
2011). Ve studii pana Weisenbergera a jeho kolegti z roku 2006 bylo identifikovano pét gent, jejichz
stav methylace umoziuje urcit fenotyp CIMP v buitkdch CRC. Mezi tyto geny patii CACNA1G
(Calcium Voltage-Gated Channel Subunit Alphal G), IGF2 (Insulin Like Growth Factor 2),
NEUROG1 (Neurogenin 1), RUNX3 a SOCS1 (Suppressor Of Cytokine Signaling) (Weisenberger et
al., 2006).

Analyzou methylace DNA byly identifikovany geny, které jsou Castéji methylované ve vicekrokovém
procesu karcinogeneze CRC. V prubéhu prechodu normalni bunky epitelu tlustého stieva v nadorovy
prekurzor — aberantni kryptovy focus (ACF; Aberrant Cryp Foci) nebo polyp jsou naptiklad ptitomny
hypermethylované geny ITGA4 (Integrin Subunit Alpha 4) SLC5A8 (Solute Carrier Family 5 Member
8), SFRP2 (Secreted Frizzled Related Protein 2), lokus MINT1 (Methylated In Tumor 1) a MGMT (O-
6-Methylguanine-DNA Methyltransferase) (Rashid et al., 2001; Chan et al., 2002; Li et al., 2003; Qi et
al., 2006; Ausch et al., 2009; Kim et al., 2009; Esteller et al., 2000).
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Geny TIMP3 (TIMP Metallopeptidase Inhibitor 3), CXCL12 (C-X-C Motif Chemokine Ligand 12)
a ID4 (Inhibitor Of DNA Binding 4) jsou casto modifikovany v pozdnim stadiu CRC a je
pravdépodobné, Ze maji dilezitou roli v progresi CRC a metastazi (Kim et al., 2009; Wendt et al., 2006;
Umetami et al., 2004).

4.2 Role modifikaci histonu v karcinogenezi CRC

Postranslacni modifikace histond ovliviiuji strukturu chromatinu. Acetylace histont je typicky
asociovana s transkripéni aktivaci genti. V ptipad€ methylace zalezi na poctu methylovych skupin, které
jsou pienaseny, a na druhu aminokyseliny, kde k modifikaci dochazi. Di- a trimethylace lysinu 4 na
histonu H3 (H3K4me?, H3K4me®) a monomethylace lysinu 9 na histonu H3 (H3K9me?) jsou asociovéany
s aktivaci genové exprese. Naopak di- a trimethylace lysinu 27 na histonu H3 (H3K27me?, H3K27me?®)
a di- a trimethylace lysinu 9 na histonu H3 (H3K9me?, H3K9me?) jsou spojovany s inaktivnim stavem

chromatinu a potla¢enim genové exprese (Schneider et Grosschedl, 2007).

Prvné byla globalni zména modifikace histonti v buitkach CRC detekovana v roce 2005 (Fraga et al.,
2005). V této studii byla detekovana globalni ztrata acetylace lysinu 16 na histonu H4 (H4K16ac)
a trimethylace lysinu 20 na histonu H4 (H4K20me®) v rakovinnych buiikich a po&ate¢nich stadiich
karcinogeneze. V dalsich studiich bylo zaznamenano globalni zvySeni acetylace lysinu 12 na histonu
H4 (H4K12ac) a lysinu 18 na histonu H3 (H3K18ac) v buinkach adenokarcinomi v porovnani s buitkami
normalni tkané ¢i adenomu (Ashktorab et al., 2009; Nakazawa et al., 2012). Navic byla zji§téna zvySena
exprese histonovych deacetylaz v lidskych bunikich CRC (Stypula-Cyrus et al., 2013). ZvySenou
expresi v buiikaich CRC naopak vykazovaly proteiny KDM4/JIMJID2, které katalyzuji demethylaci
lysind 9 a 36 na histonu H3 (H3K9 a H3K36) (Fu et al., 2012).

4.3 Role miRNA v karcinogenezi CRC

Centralni dogma molekularni biologie, které popisuje cestu pfenosu informace mezi biopolymery, tvoii
zékladni pilit pro moderni molekularni biologii (Crick et al., 1961). Geny kodujici proteiny tvoii pouze
2 % genomu a piiblizné 80 % celogenomové sekvence je aktivné transkribovano do podoby nekoddujici
RNA (ncRNA; non-coding RNA) (ENCODE Project Consortium, 2012). Malou podskupinu ncRNA
tvofi malé nekodujici RNA (miRNA; microRNA), které maji dulezitou roli v mnoha biologickych
procesech, mezi které se fadi i regulace exprese onkogend a tumor supresorovych gent v rakovinnych

bunkach (Costa, 2005).

V pribéhu posledniho desetileti byla prokazana role miRNA v procesu karcinogeneze. miRNA jsou
malé endogenni jednofetézcové molekuly RNA dlouhé 18-25 nukleotidi. Tyto molekuly RNA byly
prvné objeveny v roce 1993 jako negativni postranskripéni regulatory v Caenorhabditis elegans (Lee et
al., 1993; Wightman et al., 1993).

13



Béhem jejich biogeneze jsou pre-miRNA exportovany z jadra do cytoplasmy, kde jsou upraveny za
vzniku miRNA. Umléovaci komplex RISC (RNA Induced Silencing Complex) katalyzuje vazbu
miRNA na 3'nepiekladané oblasti cilové mRNA, coZz mize vést k degradaci této mRNA nebo inhibici
jeji translace do proteinu (He et Hannon, 2004; Mendell, 2005; VVasudevan et al., 2007).

V ramci progrese normalni buiiky kolorekta v buniku rakovinnou byly identifikovany deregulované
miRNA, které pravdépodobné maji roli ve vzniku CRC. Napiiklad miR-17-92a, miR-135b, miR-143
a miR-145 reguluji WNT/B-katenin signalni drahu a jejich deregulace je zapojena do iniciace CRC
(Motoyama et al., 2009; Nagel et al., 2008; Arndt et al., 2009; Oberg et al., 2011).

Geny asociované se signalnimi drahami RAS-MAPK a PI3K/AKT, které podporuji pfechod raného
stadia adenomu v pozdni stadium, jsou taktéz regulovany specifickymi miRNA. Geny kaskady RAS-
MAPK jsou regulovany miR-143, let-7, miR-21 a miR-31, regulace gent asociovanych s kaskadou
PI3K/AKT je zprostiedkovana prostiednictvim miR-1, miR-21 a miR-143 (Pagliuca et al., 2013;
Johnson et al., 2005; Meng et al., 2007; Xu et al., 2014; Xiong et al., 2013; Josse et al., 2014; Sun et
al., 2013a).

P53 (Tumor Protein p53) je tumor supresorovy protein, jehoz inaktivace je velmi ¢asta béhem procesu
prechodu pokroc¢ilého adenomu v adenokarcinom, je regulovan miR-34a/b/c, miR-133a, miR-143
a miR-145. (Pagliuca et al., 2013, Vogt et al., 2011; Tazawa et al., 2007; Dong et al., 2013). Naproti
tomu gen LIN28 (Lin-28 Homolog A) tidi progresi CRC prostiednictvim inhibice biogeneze let-7
miRNA (King et al., 2011; Arroyo et al., 2011).
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5 Biomarkery v CRC

Termin ,,biomarker” neboli ,,biologicky marker” byl definovan v roce 1998 jako charakteristika, ktera
je objektivné mefitelna a kterd je evaluovana jako indikator normalnich biologickych nebo
patologickych procest, nebo jako indikator farmakologické odpovédi vii€i 1é€bé terapeutickou latkou
(Biomarkers Definitions Working Group, 2001). Nicméné definice biomarkerd je dynamicka a je

neustale upravovana v zavislosti na rozsifujicich védomosti o karcinogenezi (Okugawa et al., 2015).

Na zakladé nyné&jsich klinickych kritérii mohou byt biomarkery CRC popsany jako substance, které
a) jsou snadné a levné méfitelné za Gcelem identifikace rakoviny pacienta; b) umoziuji uréeni prognézy
pacienta nezavisle na konvencni klasifikaci (napt. TNM klasifikace) za cilem zlepseni vysledku 1écby;
¢) predikuji odpoveéd’ pacienta na specifickou 1écbu, ¢imz zlepsuji jejich prognézu a kvalitu zivota

(Okugawa et al., 2015).

Témét vSechny formy CRC vznikaji jako benigni nador a ptechazi v adenokarcinom v prtibéhu nékolika
postupnych krokd, které jsou charakterizovany histologickymi zménami, jako jsou ACF a benigni
tubularni adenom. Ty se mohou rozvijet do podoby pokrocilého adenomu s vysokym rizikem maligni

progrese a dale mohou piejit do podoby invazivniho adenokarcinomu (Kinzler et VVogelstein, 1996).

I pres velké pokroky v oblasti 1éCby je detekce v raném stadiu a odstranéni prekanceroznich 1ézi zatim
nejefektivnéjsi strategie pro redukci umrtnosti asociované s CRC. Nicméné nynéjsi vySetiovaci metody
jsou limitované svou invazivnosti, vysokymi ndklady a ¢astym nesouhlasem pacientd S provedenim
samotného zakroku. VSechny tyto okolnosti mohou byt pfi¢inou pozdni detekce CRC, pticemz to je pak
Casto spojeno s nepiiznivou progndzou pacientl. Nejrozsifenéji pouzivané skriningové testy, testy
okultniho krvaceni do stolice (TOKS; Fecal Occult Blood Test) a imunochemické testy okultniho
krvaceni do stolice (iTOKS; Fecal Immunochemical Test), ma neoptimalni diagnostickou piesnost. To
je jednim z diivodl, proc je potieba identifikovat nové biomarkery za cilem tvorby robustnéjsiho

a spolehlivého neinvazivniho testu pro detekci raného stadia CRC (Okugawa et al., 2015).
5.1 Diagnostické markery

Rakovinu tlustého stfeva je mozno vylééit relativné snadnym chirurgickym zakrokem v ptipadé, ze je
CRC u pacienta diagnostikovana brzy, tedy diive nez dojde ke vzniku metastaze. V. mnoha studiich bylo
zjisténo, ze béhem ranych stadii karcinogeneze CRC epigenetické zmény pied¢i frekvenci genetickych
mutaci. Tento jev naznacuje, Ze epigenetické zmény by mohly byt diagnostickym biomarkerem nové

generace pro detekei polypi tlustého stfeva a CRC (Okugawa et al., 2015).
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5.1.1 Detekce methylované DNA z plasmy

V nyné&jsi dobé je nejvice prokazatelny diagnosticky biomarker v krvi methylovany gen kodujici Septin
9 (SEPT9), ktery patti do rodiny GTP-vazebnych proteind a proteint tvoficich filamenta zapojenych do
tvorby cytoskeletu (Leipe et al., 2002; Sheffield et al., 2003).

Prvné byla popsana moznost pouziti genu SEPT9 pro detekci CRC ve studii pana Griitzmanna a jeho
kolegt, pricemz methylovany gen SEPT9 v plasmé pacientd s CRC byl detekovan se senzitivitou
72 % a specifitou 90 % (Griitzmann et al., 2008), Ve studii pana Lofton-Day a jeho kolegl byla
stanovena citlivost 69 % a specifita 86 % pfi rozliSeni mezi CRC pacienty a zdravymi kontrolami
(Lofton-Day et al., 2008). V dnesni dobé je methylovany SEPT9 soucasti komeréné dostupnych testt
pro detekci CRC, jako jsou Epi proColon® 2.0 (Epigenomics AG Corporation), ColoVantage® (Quest
Diagnostics) a Real Time mS9 (Abbot Laboratories).

Druha generace testu Epi procolon 2.0 byla nedavno hodnocena ve studii 135 pacientt trpicich CRC
a 91 zdravych kontrol, pficemz byla dosaZena senzitivita 66,6 % u vzorkd raného stadia CRC se
specifitou 87,4 % (Jin et al., 2015). V roce 2016 byla Utadem pro kontrolu potravin a 1é&iv (FDA; Food
and Drug Administration) schvalen test Epi proColon pro skrining CRC. Nicméné pro zlepSeni
senzitivity a specifity pro detekci CRC se mnoho védcti snazi najit vhodnou kombinaci methylace genu
SEPT9 s dalsimi hypermethylovanymi oblastmi. Naptiklad pan Kostin a jeho kolegové ptredstavili panel
gentt HLTF (Helicase Like Transcription Factor), ALX4 (ALX Homeobox 4) a SEPTY, ktery zvysil
senzitivu detekce CRC na 74-88% a specifitu 90-96 % (Kostin et al., 2010).

5.1.2 Detekce methylované DNA ze stolice

Existuji dva skriningové testy pro detekci CRC ze vzorku DNA ve stolici, které¢ jsou nyni dostupné
a byly schvaleny FDA — ColoSure™ (LabCorp) a Cologuard™.

ColoSure™ je test pro detekci methylovaného genu kodujici protein Vimentin (VIM) (Ned et al., 2011).
CpG ostrov genu VIM, ktery je lokalizovan smérem k5 konci positivniho fetézce (upstream) od
1. exonu a je u CRC pacienti husté methylovan, je z vyznamné miry asociovan s trendem ke vzniku
metastaze jater a rozsifeni karcinomu do oblasti perinea (Shirahata et al., 2009). Aberantné methylovany
VIM lze detekovat ve fekalni DNA CRC pacientit (Chen et al., 2005; Wallner et al., 2006), pti¢emz
k methylaci genu VIM dochazi specificky vtkanich CRC a je detekovana se senzitivitou
46 % a specifitou 90 % (Chen et al., 2005).

Cologuard™ je taktéz diagnosticky test pro detekci CRC z DNA piitomné ve stolici. Tento test zahrnuje
kvantitativni methylaéni assay pro detekci mutaci genu KRAS, aberantni methylaci gend
NDRG4 (NDRG Family Member 4) a BMP3 (Bone Morphogenetic Protein 3) a imunoassay pro f3-
aktin a hemoglobin. Pii porovnani s metodou iTOKS, Cologuard™ test vykazoval senzitivitu
pro detekci CRC 92,3 % (iTOKS 73,8 %) a specifitu 92,3 % (iTOKS 73,8 %) (Imperiale et al., 2014).

16



V nynéjsi dobé jsou identifikovany dalsi geny, které jsou potencionalnimi biomarkery pro diagnostiku
CRC, mezi né patii naptiklad ALX4 (Ebert et al., 2006), CDK2A (Cyclin-Dependent Kinase 2) (Petko
et al., 2005), HLTF (Leung et al., 2005), hMLH1 (Human MutL Homolog) (Leung et al., 2005),
NEUROGL1 (Herbst et al., 2011), NGFR (Nerve Growth Factor Receptor), SFRP2, VIM (Li et al.,
2009), APC (WNT Signaling Pathway Regulator), MGMT a WIF1 (WNT Inhibitory Factor 1) (Lee et
al., 2009). Nicméné¢ je taktéz mozné, Ze k efektivni diagnostice CRC je nutné validovat robustni panel

methylovanych genu, které budou spole¢né slouzit jako biomarker (Okugawa et al., 2015).
5.2 Prognostické markery

Ze vsech studovanych biomarkert je status CIMP nejslibnéjsim indikatorem pro prognézu pacientti
s CRC. Rijnsoever a jeho kolegové ukazali, ze pacienti s CRC ve III. stadiu vykazujici CIMP+ maji
horsi preziti (Van Rijnsoever et al., 2003). Dale bylo zjisténo, ze status CIMP+ koreluje s horsi

progndzou i U pacientu s CRC vykazujici mikrosatelitovou stabilitu (Lee et al., 2008).

Kamimae et al. (2011) ukazal, Ze analyza methylace DNA ze stfevni tekutiny odebrané z pacientu,
u kterych je provadéna kolonoskopie, by mohla byt dobrym nastrojem pro predikci invazivnosti nadora

kolorekta, pricemz ukazal, Ze methylace miR-34b/c nejvice korelovala s invazivnosti CRC.

Yi a jeho kolegové (Yi et al., 2011) zjistil, ze pacienti s CRC nadorem, u kterych bylo detekovano
umléeni exprese gend signalni drahy pro piestavby extracelularni matrix v disledku methylace, EVL
(Enah/Vasp-Like), CD109 (CD109 Molecule) a FLNC (Filamin C), maji hor$i miru pfeziti. Tato
skute¢nost naznacuje, ze methylace genti zapojenych do této signalni drahy by mohla slouzit jako nastroj
v prognéze CRC. Navic bylo zjisténo, Ze hypomethylace diferencidlné methylované oblasti genu IGF2

v CRC nadorech, je asociovana s hor§i progn6zou (Baba et al., 2010).
5.3 Markery souvisejici s odpovédi na l1é¢ivo

I ptes nedavné pokroky ve vyvoji protinddorovych 1éCiv je nynéjsi generace chemoterapeutickych latek
suboptimalni. To je zptsobeno jejich nizkou ucinnosti a rezistenci pacientli vaci témto latkam.
V dasledku téchto omezeni je vyvijen tlak na vyvoj prediktivnich biomarkerti, které mohou byt pouzity
k identifikaci pacientil s vysokou ¢i nizkou pravdépodobnosti odpovédi na specifickou 1écbu za cilem

maximalné zvysit celkovy ucinek 1é¢by s pouzitymi latkami (Okugawa et al., 2015).

Epigenetické umlceni jistych genti mize vést ke vzniku chemorezistence nebo chemosenzitivity vici
uréitym terapeutickym latkam. Pfestoze o téchto interakcich je znamo velmi malo, nékteré studie se
snazi vliv epigenetickych regula¢nich mechanismi popsat. Piikladem je prace pana Crea a jeho kolegt,
ve které byl studovan vliv aberantni methylace urcitych gentt na vznik chemosenzitivity nebo
chemorezistence vici 5-fluorouracilu (5-FU) a irinotecanu, coz jsou léky pouZivané pii 1é€bé CRC

(Creaetal., 2011).
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Protinadorova aktivita 5-FU je primarné zprostiedkovana inhibici thymidylat syntazy (TYMS) v de
novo syntéze pyrimidint. ZvySena exprese TYMS je jednim z hlavnich mechanism@ chemorezistence
viaci 5-FU, pricemz za epigenetickou regulaci exprese genu TYMS v CRC patrné maji odpovédnost spise
procesy deacetylace a acetylace histond (Crea et al., 2011).

Irinotecan je inhibitor topoisomerazy I. UDP-glukoronyl transferaza (UGT)-1A1 je hlavnim enzymem
zapojenym do detoxikace irinotecanu, pficemz farmakogenomika irinotecanu je primarn¢ zalozena na
genetickém profilu genu UGT1AL (UDP Glucuronosyltransferase Family 1 Member A Complex Locus)
(Biason et al., 2008), navic k umléeni exprese tohoto genu dochazi v dusledku aberantni methylace
promotorové oblasti. Tento jev naznacuje, ze epigenetické modifikace tohoto genu by mohly mit urcitou

roli ve vzniku chemosenzitivity vi¢i irinotecanu v CRC (Crea et al., 2011).

Existuji i jisté dikazy, podle kterych je snizena exprese genu SPARC (Secreted Protein Acidic And Rich
In Cysteine) asociovana se sniZzenou citlivosti vii¢i 5-FU a irinotecanu, pii¢emz methylovany SPARC
byl Casto detekovan ve vzorcich tkané CRC (Cheetham et al., 2008). Dalsim piikladem je
hypermethylace promotorové oblasti genu hMLH1 zpiisobujici resistenci rakovinnych bunék kolorekta
vuci 5-FU (Arnold et al., 2003).

Bevacizumab (Avastin) je prvni antiangiogenni terapeuticka latka, ktera dokazala potlacit riist metastazi
u pacienti srakovinnym onemocnénim. Je to monoklonalni protilatka vi¢i vaskularnimu
endotelialnimu rastovému faktoru A (VEGFA; Vascular Endothelial Growth Factor A), ktery je
klicovym induktorem tvorby krevnich cév (angiogeneze) v nadorech (Carmeliet et Jain, 2011).
Bevacizumab je v klinické praxi pouZzivan i pro 1é¢bu pacientl s metastatickym typem CRC. Nicméné
piestoze je tato latka pro 1écbu CRC cCasto pouzivana, néktefi pacienti vici této 16€bé neodpovidaji nebo
u nich postupné vznika rezistence. Z tohoto divodu se mnoho laboratofi po celém svété zabyva

identifikaci biomarkeru, ktery by umoznoval predikovat efektivnost 1é¢by u jednotlivych pacientd.

Prikladem je recentni celogenomova studie, ve které byla identifikovana methyla¢ni znacka u 9 gend —
WNT2B (Wnt Family Member 2B), MLH1, POLK (DNA Polymerase Kappa), NOX4 (NADPH Oxidase
4), PKNOX2 (PBX/Knotted 1 Homeobox 2), TMBIM6 (Transmembrane BAX Inhibitor Motif
Containing 6), SNRPN (Small Nuclear Ribonucleoprotein Polypeptide N), UNC119 (Unc-119 Lipid
Binding Chaperone), GNAS (G Protein Subunit Alpha S), které¢ dohromady predikuji odpoveéd’ pacienti

s metastatickou formou rakoviny prsu na 1é¢bu bevacizumabem (Gampenrieder et al., 2018).

V DNA laboratofi na Ustavu molekularni a translaéni mediciny (UMTM) se taky zamé&fujeme na
studium methyla¢nich biomarkeru odpovédi na bevacizumab pomoci skriningovych genomickych

technik, coz je téma této diplomové prace.
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6 Metody studia methylace DNA

Methylace DNA je zapojena do vyvojovych procest, inaktivace X-chromozomu, diferenciace bunék,
tkanove specifické exprese genti, imprintingu a biologickych pochodii vedoucich ke vzniku rakoviny
a dalsich nemoci (Vyskot, 2010).

Vliv téchto modifikaci na regulaci exprese gend zavisi na misté v genomu, kde k nim dochazi. Proto je
velmi dulezité spravné urcit jejich piesnou polohu (Illumina, 2017c). Prvni studie methylace DNA se
zametovaly na stanoveni methylacniho stavu u dilezitych gent a kvantifikaci celkového mnozstvi DNA
(Lisanti et al., 2013). Vyvinutim technologie hybridizace DNA na Cipech byla analyza methylace
posunuta na urovein celého genomu. Sekvenovani nové generace nyni umoziuje konstrukci
genomickych map methylace DNA s rozliSenim jedné baze (Laird, 2010). Metody studia methylomu
jsou rozdé€leny do tfi skupin dle piistupu analyzy: (1) enzymatické §tépeni, (2) afinitni obohaceni

a (3) bisulfitova konverze (Yong et al., 2016).
6.1 Metody zaloZené na $tépeni restrikénimi enzymy

Metody zalozené na Stépeni restrikénimi enzymy vychazi z riznych §tépicich vlastnosti izoschizomeri
aneoschizomert. Par izoschizomert rozeznava stejnou sekvenci a sdili stejné Ste€pici misto, ale vykazuje
riznou citlivost vi¢i stavu methylace DNA. Methylacné senzitivni restrikéni enzymy (MSRE;
Methylation Sensitive Restriction Enzyme) $tépi pouze v mistech, kde DNA neni methylovana
a ponechavaji modifikovana mista DNA nestépena. Enzymatické st€épeni DNA pomoci MSRE proteini
ve spojeni se sekvena¢nimi technologiemi je vyuzivano k predikci hladiny methylace DNA v celém

genomu (Maunakea et al., 2010; Yong et al., 2016).
6.1.1 MSRE sekvenovani (MSRE-Seq)

MSRE sekvenovani (MSRE-Seq; Methylation Sensitive Restriction Enzyme Sequencing) je metoda pro
studium methylomu, ktera vyuziva MSRE enzymy k obohaceni nemethylované DNA (Maunakea et al.,
2010; Brunner et al., 2009). Prvnim krokem v protokolu metody MSRE-Seq je oddélena digesce
genomické DNA (gDNA) riiznymi enzymy MSRE §tépici nemethylovana mista v gDNA. Fragmenty
pro ptipravu knihovny jsou selektovany podle velikosti a osekvenovany. V dal§im kroku je pro ziskané
sekvence proveden alignment k referenénimu genomu a jejich porovnanim jsou identifikovana mista,
kde ke stépeni nedoslo (viz Obrazek 4). Timto zpisobem je mozno mapovat polohu nemethylovanych
CpG mist uvniti rekogni¢nich mist pouzitého enzymu (Li et al., 2015), pficemz sekvenovani s vysokym
pokrytim tak umoznuje pfesnou detekci methylovanych mist v celém genomu (Brunner et al., 2009;
Illumina, 2017c).
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Obrazek 4: Schéma metody MSRE sekvenovani (MSRE-Seq) (upraveno podle Illumina, 2017c)
6.2 Metody zaloZené na afinitnim obohaceni methylované DNA

Metody zalozené na afinitnim obohaceni methylované DNA vyuzivaji MBD proteiny nebo specifické
protilatky vicéi SmC. Jednotlivé analyzy vyuzivajici MBD proteiny mohou probihat na DNA ¢ipu nebo

pomoci sekvenovani nové generace (Brinkman et al., 2010; Yong et al., 2016).
6.2.1 MeDIP sekvenovani (MeDIP-Seq)

Principem metody MeDIP sekvenovani (MeDIP-Seq; Methylated DNA Immunoprecipitation
Sequencing) pro analyzu 5mC je izolace methylované DNA z fragmentované gDNA pomoci protilatek
vici SmC, pticemZ dochazi k imunoprecipitaci methylované DNA (Borgel et al., 2012). Izolované
fragmenty DNA jsou nasledné piecistény a pouZity pro ptipravu sekvenaé¢ni knihovny (viz Obrazek 5)
(Hlumina, 2017c; Weber et al., 2005).

Methylovana DMA lzolace DNA StEpenia denaturace

A*Jﬁ

Imuprecipitace Purifikace DMNA DhA

Obrazek 5: Schéma metody MeDIP sekvenovani (MeDIP-Seq) (upraveno podle Illumina, 2017c)
6.2.2 Sekvenovani MIRA (MIRA-Seq)

Sekvenovani MIRA (MIRA-Seq; Methylated CpG Island Recovery Assay) je metoda, ktera vyuziva
proteinového komplexu k obohaceni oblasti DNA s methylovanymi CpG dinukleotidy (Rauch et
Pfeifer, 2010). V postupu metody MIRA-Seq je fragmentovana gDNA inkubovana s ptecisténymi
proteiny MBD2B (Methyl-CpG Binding Domain Protein 2) a MBD3L1 (Methyl-CpG Binding Domain
Protein 3 Like 1). Vysoce afinitni proteinovy komplex MBD2B/MBD3L1 se vaze na templat
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methylované gDNA. Fragmenty gDNA jsou poté vychytany na magnetickych kulickach, na jejichz
povrchu je navazan glutathion. Takto obohacenad frakce methylované DNA je nasledné amplifikovana,
znacena a analyzovana pomoci sekvenovani (viz Obrazek 6) (Illumina, 2017c; Benjamin et al., 2016;
Jung et al., 2015).
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proteinovy komplex
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lzalace pomoci kulicek s Purifikace DMNA a DMA

glutathionem PCR amplifikace

Obrazek 6: Schéma metody sekvenovani MIRA (MIRA-Seq) (upraveno podle Illumina, 2017c)
6.2.3 Methyl Capture sekvenovani (MethylCap-Seq)

Metoda Methyl Capture sekvenovani (MethylCap-Seq; Methyl Capture Sequencing) je zaloZena na
izolaci methylované DNA afinitni purifikaci. Vyizolovana gDNA je nejdiive fragmentovana sonikaci
a inkubovana se zna¢enymi MBD proteiny (napf. biotin), které se mohou vazat na methylované
cytosinové baze. Poté je komplex DNA-protein inkubovan s magnetickymi kuli¢kami, které maji na
svém povrchu navazané protilatky specifické ke znacce na proteinu (napi. streptavidin). DNA je
nasledné ztéchto magnetickych kuli¢ek eluovana pomoci rizné koncentrovanych roztokd soli,
purifikovana a ptipravena na sekvenovani (viz Obrazek 7). Pomoci sekvenovani s vysokym rozli§enim
poskytuje vysoké pokryti genomu, které reprezentuje vétS§inu methylované DNA navazané na MBD
protein (Rauch et al., 2008; Rauch et Pfeifer, 2009; Bock et al., 2010; Brinkman et al., 2010; lllumina,
2017c).
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R

Eluce DMNA pomoci Purifikace DNA DMA
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Obriazek 7: Schéma metody Methyl Capture sekvenovani (MethylCap-Seq) (upraveno podle Illumina,
2017¢)
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6.3 Metody zaloZené na bisulfitové konverzi

Osetfeni gDNA hydrogensific¢itanem sodnym vede k deaminaci nemethylované cytosinové baze na
uracil, zatimco methylované cytosinové zbytky ztistavaji nezménény. Beéhem PCR amplifikace dochazi

ke konverzi vzniklého uracilu na thymin (Frommer et al., 1992).

Metody zalozené na bisulfitové konverzi spojené se Sangerovym sekvenovanim poskytuji vysoké
rozliSeni a jsou velmi Casto pouzivané k analyze specifickych sekvenci DNA. Nicméné piestoze metody
zalozené na bisulfitové konverzi jsou k analyze methylomu v dnesni dobé vyuZzivané nejcastéji, maji
vSechny tyto piistupy jeden spolecny negativni znak. Ve vSech pfipadech totiz dochazi ke konverzi
nemethylovanych cytosint na thymidiny, coz vede k redukci komplexity ziskanych sekvenci. To mize
zpisobovat problémy pii tvorb¢ alignmentii. Pti plisobeni hydrogensificitanu sodného neni rozliSovano
mezi methylovanymi bazemi cytosinu a mezi cytosiny nesouci hydroxymethylovou skupinu. Navic diky
této konverzi neni mozné detekovat jednonukleotidové polymorfismy (SNP; Single Nucleotide

Polymorphism) v misté konverze (Illumina, 2017c¢).
6.3.1 Celogenomové bisulfitové sekvenovani (WGBS)

Celogenomové bisulfitové sekvenovani (WGBS; Whole Genome Bisulfite Sequencing) slouzi k detekci
methylovanych cytosinovych bazi v celém genomu (Feil et al., 1994). V této metodé je gDNA
precisténa a fragmentovana. Poté jsou konce fragmentii DNA opraveny, ke 3" konci jsou pfidany baze
adeninu (A-tailing) a k nim jsou posléze naligovany methylované adaptory (Urich et al., 2015). Po
je dosazeno detekce methylovanych cytosint s rozliSenim jedné baze. Pouzitim hydrogensifi¢itanu
sodného jsou nemethylované cytosinové baze deaminovany na uracily, které jsou po osekvenovani
konvertovany na thymidiny. Methylované cytosiny této deaminaci nepodléhaji a pii sekvenovani jsou
¢teny jako cytosiny (viz Obrazek 8). Lokalizace methylovanych cytosinovych bazi mize byt

.....

sekvenci DNA, u které bisulfitova konverze neprobéhla (Illumina, 2017c).
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Methylovana DNA Fragmentace
TR CRT S Ga
. . e ‘
——-T——#—3— -Po bisulfitove konverzi
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Bisulfitova konverze U-0—0—3—3O— -PoPCRamplifikaci DMNA

Obrazek 8: Schéma metody Celogenomové bisulfitové sekvenovani (WGBS) (upraveno podle
Illumina, 2017c¢)
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6.3.2 PBAT

U metody PBAT (Post Bisulfite Adapter Tagging) oSetfeni DNA hydrogensisifitanem sodnym
predchazi ligaci adaptorli, toto pofadi zamezuje fragmentaci jiz vzniklych DNA fragmentd
s naligovanymi adaptory, ke které dochazi pfi oSetfeni DNA hydrogensiti¢itanem (Miura et al., 2012).
Ligace adaptorii je provadéna dvéma extenzemi pomoci ndhodnych primerd. Pfi prvni extenzi jsou
pouzity primery obsahujici adaptorovou sekvenci, ktera je znac¢ena biotinem. V nasledujicim kroku jsou
fragmenty obsahujici adaptor s biotinovou znackou vychytany na streptavidinovych magnetickych
kuli¢kach, na kterych dochazi k druhé extenzi (viz Obrazek 9). Timto zpusobem je lze vygenerovat
zna¢né mnozstvi ¢teni bez nutnosti amplifikace DNA (lllumina, 2017¢; Smallwood et al., 2014; Miura
etal., 2012).

Streptavidin " Mahodny primer 2
Biotin # L
T — Adaptor —_— = \ Adaptor
Methylovand DNA  Bisulfitova 1. extenze s nahodnymi Piichyc '.En'rdp'-"""i-hE u[a'h:na na 1. extenze s
konverze primery magnetickych kulickach se nahodnymi primery

streptavidinem
- — -
v

Produkce druheho viakna Eluce DMA s adaptory

Obrazek 9: Schéma metody PBAT (upraveno podle Illumina, 2017c)
6.3.3 Bisulfitové sekvenovani se sniZenym zastoupenim (RRBS)

Bisulfitové sekvenovani se sniZzenym zastoupenim (RRBS; Reduced Representation Bisulfite
Sequencing) vyuziva jeden nebo nékolik MSRE enzymu k sekvencné specifické fragmentaci gDNA
(Meissner et al, 2005). Ke vzniklym fragmentim jsou naligovany methylované adaptory a takto
pripravena gDNA je nasledné oSetiena hydrogensifi¢itanem sodnym a osekvenovana (viz Obrazek 10).
Timto zptisobem je mozno studovat specifické oblasti DNA, pfi¢emz je tato metoda obzvlasté efektivni
pro analyzu oblasti s vysokym obsahem methylovanych CpG mist, jako jsou napfiklad oblasti

promotort ¢i repetic (IHlumina, 2017c).
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konverze fragmenty DMNA

Obrazek 10: Schéma metody Bisulfitové sekvenovani se snizenym zastoupenim (RRBS) (upraveno

podle Illumina, 2017c)
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6.3.4 Celogenomové bisulfitové sekvenovani zaloZené na tagmentace (T-WGBYS)

Celogenomové bisulfitové sekvenovani zalozené na tagmentaci (T-WGBS; Tagmentation Based Whole
Genome Bisulfite Sequencing) vyuziva aktivitu transpozonu Tn5 a bisulfitové konverzi ke studiu SmC
(Wang et al., 2013). DNA je inkubovana s transpozonem Tn5, ktery obsahuje methylované primery.
Pomoci Tn5 dochazi ke fragmentaci DNA a ligaci adaptord. U fragmentiit DNA s naligovanymi adaptory
pak dochazi k vytlaceni krat$iho z naligovanych oligonukleotidd, coz je nasledovano nahrazenim tohoto
oligonukleotidu delsim methylovanym adaptorem a dosyntetizovanim vzniklé mezery. Nasledné je
DNA osetfena hydrogensifi¢itanu sodnym, fragmenty jsou amplifikovany a osekvenovany (viz
Obrazek 11). Sekvenovani s vysokym rozliSenim poskytuje rozliseni SmC az jedné baze (Illumina,

2017¢; Wang et al., 2013).

. ] MNahrazeny oligonuklecotid
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Bisulfitova PCR DA

konverze

Obrazek 11: Schéma metody Celogenomové bisulfitové sekvenovani zalozené na tagmentace (T-

WGBS) (upraveno podle Illumina, 2017c¢)
6.3.5 Bisulfitové sekvenovani se zimkovymi sondami (BSPP)

Bisulfitové sekvenovani se zamkovymi sondami (BSPP; Bisulfite Sequencing With Padlock Probes) je
metoda pro cilenou izolaci vybranych mist DNA, které jsou nasledn¢ podrobeny analyze methylace
DNA (Deng et al., 2009; Ball et al., 2009). Zamkové sondy jsou fragmenty jednoifetézcové DNA
0 velikosti asi 100 nukleotidd, které jsou navrzeny tak, Ze jejich 3" a 5" konce jsou komplementarni
k ptilehlym oblastem na cilové sekvenci DNA. Genomicka DNA, na kterou tyto sondy hybridizuji, je
pfedem oSetfena hydrogensifi¢itanem sodnym, pfi¢emz poté co je mezera mezi nahybridizovanymi
useky sondy dosyntetizovana a ligovana za tvorby cirkularizovaného tseku DNA, jsou zbyvajici
fragmenty DNA odstranény nukleazou. Timto zplisobem je vzorek obohacen o cilené sekvence, které

jsou nasledné amplifikovany a osekvenovany (viz Obrazek 12) (Deng et al., 2009).
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Obrazek 12: Schéma metody Bisulfitové sekvenovani se zamkovymi sondami (BSPP) (upraveno podle
Illumina, 2017c¢)

6.3.6 Bisulfitové sekvenovani amplikonu (BSAS)

Bisulfitové sekvenovani amplikont (BSAS; Bisulfite Amplicon Sequencing) je metoda, ktera
k obohaceni cilovych oblasti v genomu vyuziva PCR amplifikaci a konstrukci knihovny za pomoci

transpozonu (Masser et al., 2013).

Genomicka DNA je oSetfena hydrogensifi¢itanem sodnym a poté amplifikovana pomoci PCR reakce.
Pro amplifikaci jsou pouzity primery specifické pro DNA, U které probéhla konverze bazi. Z téchto
amplifikovanych fragmenti DNA je vytvofena Nextera XT sekvenacni knihovna, coz taktéz zahrnuje
transpozony indukovanou ligaci indext (viz Obrazek 13). Tyto knihovny jsou nasledné multiplexovany

a osekvenovany (Illumina, 2017¢c; Masser et al., 2013).

Methylovana DNA  Bisulfitova HKonvertovand PCR s primery specifickymi

konverze  DMNA pro konvertovanou DNA
.
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adaptorem

Obrazek 13: Schéma metody Bisulfitové sekvenovani amplikond (BSAS) (upraveno podle Illumina,
2017¢)

6.4 Nanoporové sekvenovani

Technologie sekvenovani tieti generace (TGS; Third Generation Sequencing) byly kromé genomickych
analyz adoptovany pro analyzu epigenomu (Schadt et al., 2010). Mezi tyto metody patii sekvenovani
Nanopore, ve kterém b&éhem sekvenovani tenkd membrana obsahujici jeden poér o velikosti 1 az
2 nanometry rozdéluje roztok soli do dvou jamek, cis a trans. Napéti napfi¢ membranou zptsobuje
proudéni iontt Skrz pér. V principu jednofetézcova DNA je prostfednicim fagové DNA polymerazy
protahnuta skrz bakterialni por, pfiCemz poérem prochazi jednotlivé nukleotidy v fad¢€ a je pro n¢ méfen

proud iontid skrz por (viz Obrazek 14) (Manrao et al., 2012).
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DNA polymerdza

Fosfolipidova

Obrazek 14: Schéma sekvenovani Nanopore (upraveno podle Laszlo et al., 2013).

Nanopoérové sekvenovani je schopno rozlisit cytosinovou bazi od SmC a ShmC na zakladé rozdilu
v zaznamu méefenych iontovych proudt. Detekce SmC a ShmC pomoci této metody poskytuje moznost
profilovani methylace DNA s vysokou ptesnosti a nedavno byla pouzita pro celogenomové sekvenovani
lidského genomu. Ve studii byla pouzita DNA z lidské bunééné linie GM 12878, pfi¢emz pro mapovani
5mC byly pouzity dva programy, Nanopolish a SignalAlign. Sekvenacni data byla porovnana
s methylacnimi daty ziskanymi pomoci bisulfitového sekvenovani. Pro hodnoceni byla vybrana stejna
oblast DNA a v analyze byla sledovana mira shody s jiZ publikovanymi daty bisulfitového sekvenovani,
kdy byla stanovena hodnota podobnosti (r-value) pro Nanopolish 0,895 a 0,779 pro SignalAlign (Miten
et al., 2018).

Vyse popsané metody slouzi ke studiu methylace DNA, pfi¢emz tyto metody se zamé&fuji na detekci
5mC, nicméné v procesu demethylace DNA kromé& 5hmC dochazi ke vzniku 5fC a 5caC (Tahiliani et
al., 2009; Ito et al., 2010; Ito et al., 2011). Nékteré z téchto metod jsou tak Casto limitovany svou
neschopnosti tyto modifikace piesné od sebe rozlisit. K analyze celkového methylomu je ale potieba
analyzovat i vSechny zmény na cytosinovych bazich, k ¢emuz byly vyvinuty metody, jako jsou
napiiklad JBP1-Seq (J-Binding Protein Sequencing) (Cui et al., 2014) nebo hMeDIP-Seq
(Hydroxymethylated DNA Immunoprecipitation Sequencing) (Xu et al., 2011).
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7 Sekvenac¢ni technologie Illumina

Metody sekvenovani DNA vyvinuli Sanger s Coulsonem a Maxam s Gilbertem v roce 1977 (Sanger et
al., 1977, Maxam et Gilber, 1977). Sangerovo sekvenovani se postupné vyvinulo v nynéjsi
automatizované DNA sekvenovani, které je oznacovano jako sekvenovani prvni generace (FGS; First
Generation Sequencing), kde jsou jednotlivé terminaéni dideoxyribonukleosid trifosfaty znaceny
fluorescenéni barvickou (Ambardar et al., 2016, Quail et al., 2012). Metody sekvenovani nové generace
(NGS; New Generation Sequencing) umoziuji masivni paralelni sekvenovani (MPS; Massive Parallel
Sequencing) velkého poctu templatd tentyz vzorku béhem jednoho sekvenaéniho béhu a produkuji

enormni mnozstvi dat.
7.1 Postup sekvenovani na platformé Illumina

Platformy firmy Illumina vyuzivaji NGS technologii sekvenovani syntézou (SBS; Sequencing By
Synthesis), pficemz princip metody je podobny sekvenovani dle Sangera pomoci kapilarové
elektroforézy. DNA polymeraza katalyzuje inkorporaci fluorescenéné znacenych deoxynukleosid
trifosfati (ANTP) do fetézce templatové DNA, pii¢emz béhem kazdého cyklu syntézy DNA jsou
nukleotidy identifikovany v misté inkorporace pomoci excitace fluoroforu. Rozdilem oproti Sangerova
sekvenovani je to, Ze v tomto ptipadé dochazi k tomuto procesu u milionu fragmentt paralelné lllumina,

2017a; Ross et al., 2013; Bentley et al., 2008.

Pracovni postup sekvenovani na platformé Illumina se sklada ze étyt zakladnich kroku: (1) Ptiprava

knihovny, (2) Tvorba klastri, (3) Sekvenovani a (4) Analyza dat (Illumina, 2017a).

Priprava knihovny: Sekvenaéni knihovna je ptipravena fragmentaci DNA ¢i cDNA s naslednou ligaci
adaptort k3" a 5" konci. Alternativnim postupem je tzv. tagmentace, pti které dochazi pomoci
transpozonu k fragmentaci DNA a ligaci adaptord v jednom kroku (lllumina, 2014; Illumina, 2016).
Fragmenty jiZ obsahujici adaptory na obou koncich jsou posléze amplifikovany pomoci PCR reakce
a purifikovany (Illumina, 2017a). Pti samotné amplifikaci jsou pouzity primery komplementarni
k adaptorim naligovanym k obou konciim DNA fragmenttl, pfi¢emz soucasti té€chto primera jsou také
indexy, které umoznuji identifikaci fragmentu a jejich pfitazeni k jednotlivym vzorkiim pfed kone¢nou
analyzou dat. Kromé indexd primery obsahuji i sekvence komplementarni k oligomertim upevnénym na

povrchu pritokové reakéni komurky (flow cell) (Illumina, 2016, Illumina, 2017a).

Tvorba Klastri: Pro tvorbu klastrd je knihovna nanesena na prutokovou reakéni komdrku, ktera ma
podobu kiemenného sklic¢ka s jednotlivymi oddélenymi drahami. Na akrylamidovém povrchu drah jsou
zachyceny dva typy oligomeri komplementarnich k adaptortiim v knihovné, coz umoziiuje ptichyceni

DNA fragmentt na povrchu priatokové reakéni komurky.

Nejdiive dochazi k hybridizaci pfimého (forward) vlakna. Polymeraza je pak schopna syntetizovat nové

komplementarni reverzni vldkno, pticemz jako primer ji slouzi oligomer, ke kterému je templat
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nahybridizovan. Po amplifikaci je dvoufetézcova molekula DNA (dsDNA; double stranded)
denaturovana a puvodni templat je odmyt. Nasyntetizované reverzni vlakno se nasledn¢ ohyba a svym
druhym koncem hybridizuje s druhym typem oligomeru uchycenym na povrchu priatokové reakéni
komurky. Kazdy fragment je tak amplifikovan pomoci mustkové PCR za tvorby komplementarniho
dvouretézcového mistku. Tato dsDNA je nasledné opét denaturovana za vzniku dvou oddélenych
jednofetézcovych kopii pivodniho fragmentu DNA (pfimé a reverzni vlakno) (Illumina, 2017a;
Snipacademy, 2017; lllumina, 2016).

Tento proces je cyklicky opakovan, dokud na prutokové reakéni komirce nevzniknou klastry obsahujici
vSechny vlozené fragmenty DNA, pfiCemz jednotlivé klastry obsahuji vzdy jeden typ pivodniho
fragmentu. Po ukonceni mistkové amplifikace a konecné denaturaci jsou reverzni vlakna odStépena
a odmyta pry¢ z komirky a zbyvajici pfimé fetézce, po zablokovani jejich volné hydroxylové skupiny
(OH-) skupiny na 3" konci, jsou pfipraveny k sekvenovani (Illumina, 2017a; Snipacademy, 2017

[llumina, 2016). Schéma tvorby klastrt je zobrazeno na Obrazku 15.

Pfimeé

viakno
Hybridizace Syntéza Odstranénj  Ohnutiahybridizace Syntéza
adaptoru na reverzniho pFimé.ho reverzniho vidkna druhého
povrch komtrky  vidkna vldkna vidkna

Primé Reverzni
viakno vidkno

Klastry amplifikovanych
fragmenti DNA
Miistkova amplifikace

Obrazek 15: Schéma tvorby klastri (pievzato a upraveno podle BIO fidal, n.d.)

Sekvenovani: SBS technologie firmy Illumina vyuziva fluorescenéné znac¢ené dNTP s reverzibilnim
terminatorem (RT) K detekci jednotlivych bazi, které jsou postupné inkorporovany do templatu.
Sekvenovani za¢ina extenzi prvniho sekvenacniho primeru za vzniku prvniho ¢teni. VSechny ¢tyfi ANTP
s ptislusnymi RT jsou pfitomny béhem kazdého sekvenacniho cyklu (Ross et al., 2013; Bentley et al.,
2008; Illumina, 2017a).
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Béhem kazdého sekvenacniho cyklu je do oligonukleotidového fetézce zabudovan jeden fluorescencné
znac¢eny dNTP, ktery je na svém 3 konci blokovan pomoci 2-cyanoethylové skupiny (Berglund et al.,
2011). Tato skupina slouzi jako terminator polymerizace, po inkorporaci kazdého dNTP je fluorescencni
znafka pouzita K identifikaci dané baze a poté spolu s RT jsou enzymaticky odStépeny, ¢imz je
umoznéna inkorporace dal§iho nukleotidu (Illumina, 2010b). Po ukonéeni prvniho ¢teni, kdy nové
nasyntetizované vlakno je odmyto, na ptimé vlakno hybridizuje primer komplementarni k oblasti pred
sekvenci indexu 1 a je provedeno jeho éteni, coZz umoziiuje piifazeni fragmentu k piislusnému vzorku

(IMumina, 2016). Schéma sekvenovani syntézou prvniho ¢teni je zobrazeno na Obrazku 16.

Sekvenacni
primer

Primer
pro § &
Index 1

Oditépenia Zzailenéni *dNTP do nové Odmyti produktu Sekvenovani Odmyti produktu

odmyti syntetizovaného vidkna Zteni indexu 1 Cteniindexu 1
reverzniho  podle komplementarity s
vlakna templatem

Obrazek 16: Schéma sekvenovani prvniho ¢teni; *dNTP = fluorescencné znacené deoxynukleosid

trifosfat (upraveno podle BIO fidal, n. d.)

V ramci jednoho klastru jsou vSechna identicka vlakna ¢tena simultanné a stovky miliont klastrii jsou
sekvenovany paralelné. Pocet sekvenacnich cyklii udava délku cteni, zatimco emise specifické vinové
délky a intenzita signalu charakterizuji tzv. base call (Illumina, 2016). Base calling je termin, kterym je
oznacovan proces prifazovani prislusné nukleotidové baze k templatu, pficemz pribézné dochazi ke
stanoveni pravdépodobnosti chyby tohoto pfifazeni. Tento program prohliZzi soubory s chromatogramy
DNA sekvenci, provéfuje piky okolo kazdého base call a pfifazuje jim skoré kvality (Phred skore).
Hodnota Phred skore se pohybuje od 4 do 60 (realné do 40), pficemZ vyssi hodnota znaci vy$si kvalitu
a mens§i pravdépodobnost chyby (Patel et Jain, 2012).

7.1.1 Paired-end sekvenovani

Sekvenatory firmy Illumina umozinuji svym uzivatelim vyuzivat tzv. paired-end (PE) sekvenovani
prostfednictvim amplifikace pomoci mistkové PCR (Kawashima et al., 2005). Toto PE sekvenovani
generuje velké mnozstvi data o vysoké kvalité diky, pficemz usnadiuje detekci genomickych zmén
(napf. inzerce, delece), umoziuje dokonalejsi ptifazeni sekvenci k oblastem DNA obsahujici repetice

a produkuje delsi kontigy pro de novo sekvenovani (Illumina, 2017g).

PE sekvenovani nasleduje po ukonéeni prvniho ¢teni a Cteni indexti. Po odmyti nasyntetizované

sekvence prvniho indexu dochazi k odblokovani OH- skupiny na 3" konci pfimého vlakna. TO se muZze
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nasledné ohnout a hybridizovat s druhym typem oligomeru na povrchu pritokové reakéni komurky.
Index 2 je pak ¢ten stejné€ jako index 1, pfiemz je syntetizovana celda komplementarni molekula DNA
za vzniku mustku dsDNA. Tato dsDNA molekula je nasledné denaturovana, linearizovana a OH-
skupiny na 3" konci fetézce jsou opét zablokovany. Plivodni pfimé vlakno je odstépeno a odmyto
z komurky, a na povrchu tak zistavaji zachyceny pouze reverzni fetézce. Druhé Cteni zacina po
nahybridizovani sekvena¢niho primeru 2 a délka tohoto ¢teni opét odpovida poctu cyklt v sekvenacni

reakci. Po ukonceni sekvenovani je produkt druhého ¢teni odmyt (viz Obrazek 17) (Illumina, 2016).

Sekvenaini
primer 2
§f
| | || B '
Odmyti produktu  Ohnutia Odblokovani  Sekvenovini  Syntéza Oditépenia  Sekvenovini
fteniindexul  hybridizovdni  primeruPSa  indexu2 druhého odmyti druhého cteni
k primeru pridani vilkna primého
neznacenych viakna
bazi

Obrazek 17: Schéma paired-end sekvenovani po odmyti produktu ¢teni indexu 1 (upraveno podle BIO

fidal, n.d.)
7.1.2 ,Patterned* prutokova reak¢ni komirka

,Patterned prutokova reakéni komirka je inovaci firmy Illumina pfitomna u systémt HiSeq X Ten,
HiSeq 3000/HiSeq 4000, ktera zvySuje G¢innost sekvenovani. Miliony uspofadanych nanojamek
umoznuji precizné kontrolovat velikost klastrii a mezer mezi nimi. Béhem tvorby klastrii je pomoci nové
»exclusion® amplifikacni metody zajiSténo, ze do jamky se mize navazat pouze jedna molekula
templatové DNA. Timto zpsobem jsou ve velkém mnozstvi jamek vytvoreny monoklonalni klastry
a tim je dosaZzeno mnohonasobné vyssiho zisku dat, sekvenacnich ¢teni a vyssi rychlosti sekvenovand,

nez je mozné na platformach MiSeq a starSich verzi HiSeq (Illumina, 2015b; Van Dijk et al., 2014).
7.1.3 Technologie 10x GemCode

Firma Illumina ve spolupraci se spole¢nosti 10x Genomics vyvinula technologii GemCode, ktera
produkuje délku sekvenacénich ¢teni az do 100 kb. Principem je rozdé€leni fragmentti vysokomolekularni
gDNA pomoci mikrofluidniho systému a nasledné uzavieni jednotlivych fragmentti do emulznich kapek
obsahujici gelovou kulicku. Tyto gelové kuli¢ky obsahuji primery s barkody, které jsou specifické pro
kazdou gelovou castici, a enzymy pro isotermalni inkubaci. Pomoci téchto primert dochazi v kazdé
emulzni kapce k amplifikaci separované templatové DNA, pfi které vznikaji kratké fragmenty nesouci
odpovidajici barkod. Vysledkem sekvenovani knihovny jsou kratka ¢teni obsahujici sekvenci barkodu,
pomoci které jsou poté sekvence pfifazeny k pivodnimu fragmentu (Eisenstein, 2015; Welgene Biotech,

2017).
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Systém Chromium je dostupny u sekvenatort fady HiSeq X Ten, HiSeq, MiSeq a NextSeq. Technologie
GemCode je vhodna pro zvyseni efektivnosti celogenomového sekvenovani, sekvenovani exomu c¢i
RNA jednotlivych bun¢k a lze ji aplikovat na de novo sekvenovani, urceni podtypt bunck a faze
bunécéného cyklu, detekci konstrukénich variant ¢i pouzit pro identifikaci slozenych heterozygotnich
mutaci (10x Genomics, 2017).

7.2 Analyza a zpracovani dat

Analyza dat zahrnuje tfi hlavni kroky, kterymi jsou: (1) Primarni analyza, (2) Sekundarni analyza
a (3) Terciarni analyza dat. Ne¢které kroky jsou provedeny automaticky na ptistroji béhem sekvenovani,

jiné probihaji az poté, co je sekvenovani ukonéeno (Illumina, 2017i).
7.2.1 Primarni analyza dat

Primarni analyza dat probiha na sekvenatoru a jeji soucasti jsou dva zakladni kroky: (1) Obrazova
analyza a (2) Base calling, hlavnimi komponentami primarni analyzy jsou Instrument Control
Software (ICS), Real Time Analysis (RTA) a OFF-Line Base Caller (OLB) (Illumina, 2010a; PICB,
n.d.).

(1) Obrazova analyza: Analyzu obrazu provadi software ICS, pficemz vyuziva nezpracované
snimky ze sekvenovani k lokalizaci klastri a shromazd’uje informace o intenzité, Sumu a pozici
klastri. Vystupem obrazové analyzy jsou vstupni data pro base calling (Illumina, 2010a; PICB,
n.d.).

(2) Base calling: Vyuziva intenzity klastrii a Sumu ke stanoveni sekvence bazi kazdého ¢teni
z kazdého Kklastru, pravdépodobnost chybného stanoveni baze (Phred skére). Dale provadi
filtrovani jednotlivych ¢teni podle kvality. Base calling provadi software ICS (MiSeq) nebo
RTA a OLB. RTA je soucasti programu ICS, ktery pracuje béhem sekvenacniho béhu,
optimalizuje podminky sekvenovani a poskytuje informace o jeho kvalité. OLB poskytuje

moznost vykonat analyzu dat offline (Illumina, 2010a; PICB, n.d.).
7.2.2  Sekundarni analyza

Sekundarni analyza sekvenaénich dat probiha po ukonceni procesu sekvenovani a jsou v ni zahrnuty tfi
hlavni kroky: (1) Bcl konverze, (2) Sekvenéni alignment a (3) Analyza variant a stanoveni poctu ¢teni
(PICB, n.d.).

(1) Bcl konverze: Konvertuje vystupni data v podobé *.bcl souborti do formatu *.fastq.gz
(komprimované FASTQ soubory), pfiCemz tento proces muze byt provadén pifimo na
sekvenaCnim pfistroji (sekvenatory MiniSeq a MiSeq), online pomoci systému Illumina
Basespace nebo muze byt ke konverzi pouzit samostatny program Blc2fastq (Slavkovsky,
2018). Béhem tohoto kroku probiha demultiplexace vzorkd (PICB, n.d.).
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(2) Sekvencni alignment: Ptifazuje vzorky k referenéni sekvenci a k tomu vyuziva komprimované
FASTQ soubory (PICB, n.d.). Pro alignment jsou casto pouZivany programy jako BWA
(Burrows-Wheeler Aligner), Bowtie, NovoAlign, TopHat a dalsi (Slavkovsky, 2018).

(3) Analyza variant a stanoveni poctu ¢teni: Zahrnuje hledani SNP a indell a v pfipadé RNA

sekvenovani stanoveni poctu ¢teni (PICB, n.d.).
7.2.3 Terciarni analyza dat

Poté co je sekundarni analyza dokon¢ena, mohou byt vysledky vizualizovany a dale analyzovany
v programu GenomeStudio nebo pomoci dalsich softward (PICB, n.d.). Soucasti terciarni analyzy dat je
interpretace detekovanych genetickych variant, coz umoziiuje studovat pfi¢iny vzniku riznych nemoci,
stanovit moznosti jejich 1é¢by a prevence (lllumina, 2017i) nebo také umoziuje pocitat mnozstvi
sekvenci v urcité oblasti (napt. RNA-Seq, Crispr skrining, ChlP-Seq, analyza methylomu) (Slavkovsky,
2018).

Nize jsou uvedeny piiklady programd, které se Casto pouzivaji pro analyzu sekvenacnich dat.

BaseSpace: Data vygenerovana na ptistrojich Illumina jsou automaticky bezpecné pienesena a ulozena
na webové bioinformatické platformé BaseSpace Sequence Hub, kterda je plné podporovana na
sekvenatorech MiSeq, NextSeq a HiSeq. BaseSpace obsahuje fadu aplikaci pro analyzu dat v ramci
celogenomovych studii, studii celého exomu, cilenych genovych oblasti, de hovo sekvenovani, analyzy

methylomu, metagenomiky a dalsich (Illumina, 2017b).

Burrows-Wheeler Aligner (BWA): Program BWA umoznuje alignment relativné kratkych sekvenci
k dlouhé referen¢ni sekvenci, jako je napiiklad lidsky genom. BWA ma dvé hlavni softwarové
komponenty lisici se v typu algoritmu pouzitém pro alignment. Prvni, Bwa-short, je uréeny pro kratka
¢teni (méné nez 150 bp) a druhy, BWA-SW, byl vyvinut pro analyzu dlouhych cteni, tedy sekvenci
0 velikosti pfiblizné 100 kb. Hlavni rysem programu BWA je alignment sekvenci, ve kterém pracuje
i s delecemi (gapped alignment) a provadi mapovani PE sekvenci. Vystupni data z programu BWA jsou
ve formatu SAM (Illumina, 2010a).

Model-based Analysis of ChlP-Seq (MACS2): Program MACS2 umoziuje identifikaci pikd ze
sekvenacnich ¢teni z ChIP sekvenovani pomoci funkce peak calling. Tato funkce je dilezita pro studium
regulacni proteiny genové exprese a histony. Taktéz jej lze pouzit pro studium methyla¢nich profilt
zdat z Methyl Capture sekvenovani. V principu data z ChIP sekvenovani ¢i Methyl Capture
sekvenovani jsou bloky nahromadénych sekvenacni ¢teni, kterd jsou pfifazena k referencnimu genomu,
pfi¢emz nékteré tyto bloky odpovidaji mistiim, ktera jsou studovana (vazebny motiv pro TF, vychytané
methylované oblasti). Program MACS2 tyto bloky analyzuje a pievadi je do podoby piku, pfi¢emz
testuje jejich statistickou hodnotu (Thomas et al., 2016).
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Integrative Genomics Viewer (IGV): Program IGV slouzi pro vizualizaci sekvenaénich dat. Tento
software podporuje integraci celé fady typt genomickych dat jako jsou vizualizace alignmentovanych
¢teni, mutaci, poctu kopii, genové exprese, methylace a anotace genti. Navic IGV umoziiuje soucasnou

vizualizaci ruznych typa dat u stovek vzorkt (Robinson et al., 2011).
7.3 MiSeq

MiSeq je stolni sekvenator, ktery je primarné uréen pro védecké ucely ale i pro diagnostické ucely
v pfipadé€ pouziti validovaného diagnostického testu. Systémovy software je plné V sekvenatoru

integrovany a umoznuje analyzu dat pfimo na piistroji (Illumina, 2017h).

Délka sekvenacnich behti je pro rizné aplikace variabilni a pohybuje se mezi 4 az 55 hodinami. Pfistroj
MiSeq umoziiuje svym uzivatelim zvolit pro svoji analyzu PE sekvenovani, pficemz poskytuje az 15 Gb
vystupnich dat. Maximalni délka téchto cteni je 2 x 300 bp, tedy 600 bp pro jedno cteni sekvence
s maximalni poc¢tem sekvenacnich ¢teni 25 miliond. Tyto tidaje se vztahuji na chemikalie sekvenacniho

kitu Miseq v3 (Illumina, 2017h).

Sekvenovani na platformé MiSeq je velice kompaktni proces, ktery zahrnuje jak tvorbu klastri, fluidiku,
PE sekvenovani syntézou, tak i analyzu dat. Piistroj je vybaven dotykovou obrazovkou a reagenciemi
s RFID systémem. Software sekvenatoru uzivatele provazi vSemi kroky piipravy pfistroje na sekvenacni
béh, kdy uzivatel pfed zahajenim sekvenovani vytvatfi sample sheet a instaluje prutokovou reakéni
komirku a reagencie. Control software béhem sekvenovani poskytuje informace o kvalité sekvenovani,
pfi¢emz po ukonCeni primarni analyzy software MiSeq Reporter zahajuje a automaticky analyzuje
kvalitu dat a informaci o sekvena¢nim pokryti kazdého vzorku. Vysledna data jsou nahravana na

BaseSpace Sequence Hub (lllumina, 2017f).

Kity pro pripravu sekvenac¢nich DNA ¢i RNA knihoven jsou optimalizované pro mnoho rtznych
aplikaci, mezi hlavni patii: (1) celogenomové sekvenovani malych genomu (mikroby, viry), (2) cilené
sekvenovani vybranych genti (amplikony, panel genll) a (3) metagenomické sekvenovani 16S RNA
gend. MiSeq sekvenator lze ale taktéz pouzivat pro analyzu exprese cilovych genil, analyzu miRNA

a malych RNA a analyzu interakci mezi DNA a proteiny (Illumina, 2017f).
7.4 HiSeq 2500

Sekvenaéni systémy fady HiSeq poskytuji rozsahlou $kalu aplikaci, mezi které patii: (1) sekvenovani
celych malych/velkych genomi, (2) sekvenovani exomu, (3) cilené sekvenovani (amplikony, panel
genil), (4) sekvenovani transkriptomu, (5) profilovani genové exprese s mMRNA-Seq, (6) analyza miRNA
a malych RNA, (7) analyza interakci mezi DNA a proteiny, (8) sekvenovani methylomu a (9) shotgun

metagenomické sekvenovani (Illumina, 2017h).

Systém HiSeq 2500 je velmi vykonny sekvenacni systém pro sekvenovani s vysokym pokrytim. Diky

vysoké ucinnosti SBS chemie a produkci dat o vysoké kvalité je systém HiSeq 2500 Casto vyuZivan ve
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velkym genomickych centrech a védeckych instituci po celém svété (Illumina, 2017d). Je to velmi
flexibilni platforma, ktera svym uzivatelim poskytuje volbu mezi dvéma sekvena¢nimi rezimy (high
output a rapid run), a navic umoziiuje analyzovat vzorky na jedné priatokové reakéni komdrce nebo

dvou komirkach zaroven (lllumina, 2017d).

Zakladni charakteristikou platformy HiSeq 2500 je HiSeq Control Software, coz je rozhrani pro ovladani
ptistroje, které velmi intuitivné provadi uzivatelé vSemi kroky nastaveni prib&hu experimentu, pfipravy
reakénich pritokovych komiirek a reagencii, kontroly komtirek a promyvani sekvenatoru po ukonceni
sekvenacniho béhu. Navic je mozné sledovat pribéh sekvenacniho béhu piimo na monitoru

sekvenatoru, nebo z domova prostfednictvim BaseSpace (Illumina, 2015a).
Rezim rapid run

Rezim rapid run umoznuje uzivatelim provadét analyzy, pfi kterych je kladen diraz na rychlé
vygenerovani vysledkl. Rezim rapid run zahrnuje tvorbu klastri v pfistroji, coz vyrazné urychluje
prabéh sekvenacniho béhu. V ptipadé tohoto rezimu se tak délka jednoho béhu podle zvolené analyzy
pohybuje mezi 7 az 60 hodinami. TaktéZ je podporovano sekvenovani s produkci dlouhych PE &teni (az
600 miliont, 300 Gb dat) o maximalni velikosti 2 x 250 bp, ktera poskytuji vétsi pokryti a usnadiuji ta

skladani sekvenci pro de novo aplikace a metagenomické analyzy (lllumina, 2015a).
ReZim high output

Rezim high output je idealni pro rozsahlé studie, ve kterych je potfeba analyzovat stovky vzorki, nebo
Vv ptipadé, kdy je vyZadovano vysoké sekvenacni pokryti. V rezimu high output je umoznéno zpracovat
az 6krat vice vzorkd, nez je tomu v piipadé€ rezimu rapid run, coz velmi urychluje a zefektiviiuje pribéh
analyzy. HiSeq SBS kity v4 navic produkuji az 4 biliony klastrii béhem jednoho sekvena¢niho béhu,
pticemz je vyprodukovano az 1 Tb dat béhem 6 dnt. Jeden sekvencni béh trva dle zvolené analyzy
V rozpéti 29 hodin az 6 dni, pfi¢emz je vyprodukovano 4 bilionti ¢teni o0 maximalni délce 2 x 125 bp

a az 1 000 Gb vystupnich dat (Illumina, 2017d).
7.5 NovaSeq 6000

Sekvenacni systém NovaSeq 6000 je nejvykonnéjsi sekvenacni platforma firmy Illumina, ktera
umoziuje produkovat ¢teni o délce 2 x 50 bp, 2 x 100 bp i 2 x 150 bp, pficemz délka jednoho
sekvenacniho béhu se podle typu zvolené délky sekvenacniho cyklu a typu reakéni pritokové komurky
pohybuje od 13 do 45 hodin. Pii pouziti reakéni priatokové komurky S4 tento systém dokaze
vyprodukovat az 20 miliard ¢teni a 6 000 Gb dat béhem jednoho sekvenacniho behu. Stejné jako
predeslé sekvenaéni systémy i NovaSeq 6000 poskytuje aplikace jako je (1) celogenomové sekvenovani,

(2) sekvenovani celého exomu nebo (3) sekvenovani celého transkriptomu a dalsi (Illumina, 2018).
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8 Material a metody

8.1

8.2

Biologicky material

Jako biologicky material bylo v praktické casti pouzito 31 FFPE vzorki DNA odebranych
pacientiim s CRC, ktefi byli 1éceni chemoterapeutickou latkou bevacizumab (Avastin), pfi¢emz
patnact vzorki (vzorky €. 1-15) bylo odebrano pacientiim, u kterych nebyla detekovana odpoved’
na 1é&bu, a tedy vykazovali rezistenci viiéi bevacizumabu (skupina non-respondenti — N). Sestnact
zbyvajicich vzorkl (vzorky €. 16-31) pattilo pacientiim, kteii vykazovali pozitivni odpoveéd’ na
1é¢bu (skupina respondenti — R).

Hlavni kritérium vybéru skupiny byl parameter pteziti bez progrese PFS (PFS; Progression Free
Survival) ostatné klinické parametry vybéru (pohlavi, vék, TNM Kklasifikace, pravy/levy tra¢nik,
pritomnost jaterni metastazy, grade, operace primarniho nadoru) se v ramci skupin statisticky
neli8ily. Prace probihala v ramci projektu, ktery byl schvalen etickou komisi a byl podporovan
grantem AZV VES 521101021/33 (Nazev projektu: Genetické a epigenetické prediktivni
biomarkery uspé&Snosti 1é¢by inhibitory angiogeneze u pacientu s karcinomem kolorekta).
Nadory byly genotypovany na KRAS mutaci (kodon 12, 13) s pozitivnim vysledkem. VSechny
vzorky DNA spadaji na zakladé studie pan Shena a jeho kolegu z roku 2007 do skupiny nadort
CIMP2, u kterych je velmi Casto pfitomna mutace v genu KRAS, a jen ojedinéle vykazuji MSI
a mutace v genech BRAF nebo TP53 (Shen et al., 2007¢)

Kity

Agilent High Sensitivity DNA Kit (Agilent Technologies, kat. ¢. 5067-4626)
Cobas DNA Sample Preparation Kit (Roche, kat. ¢. 05985536190)

EZ DNA Methylation-Gold Kit (50 rxns.) (Zymo Research, kat. ¢. D5005)
HiSeq Rapid SBS Kit (50 cycles) (Illumina, kat. ¢. FC-402-4022)

Hiseq Rapid SR Cluster Kit v2 (Illumina, kat. ¢. . FC-402-4002)
MethylMiner Methylated DNA Enrichment Kit (Invitrogen, kat. ¢. ME10025)
MiSeq Reagent Kit v2 (50 cycles) (Illumina, kat. ¢. MS-102-2001)

MiSeq Reagent Kit v3 (Illumina, kat. ¢. MS-102-3001)

Nextera XT Index Kit (24 indexes, 96 samples) (Illumina, kat. ¢. FC-131-1001)
Nextera XT Sample Prep Kit (96 samples) (Illumina, kat. ¢. FC-131-1096)
QIAquick PCR Purification Kit (250) (QIAGEN, Kat. &. 28106)

QIAseq Ultralow Input Library Kit (96) (QIAGEN, kat. ¢. 180495)

QIAxcel DNA Kit (1200) (QIAGEN, kat. ¢. 929002)

Qubit dsDNA HS Assay Kit (ThermoScientific, kat. ¢. Q32851)
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8.3

Chemikalie a pouZité roztoky

3M acetat sodny (pH = 5,2) (ThermoScientific, kat. ¢. R1181)
5M Hydroxid sodny perly P.A. (Lach-ner, kat. ¢. 10006-AP2)
Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, kat. ¢. 05608228001)
Agilent High Sensitivity DNA Reagents (Agilent Technologies, kat. ¢. 5067-4627)
Buffer EB (QIAGEN, kat. ¢. 19086)
DEPC voda (Sigma-Aldrich, kat. ¢. W 4502)
Ethanol absolutni (Penta, kat. ¢. 71250-11000)
o Ptiprava 80 % ethanolu: k 8 ml 100% ethanolu pfidat 2 ml vody.
o Pfiprava 70 % ethanolu: k 7 ml 100% ethanolu piidat 3 ml vody.
EvaGreen Dye, 20x in Water (Biotinium, kat. ¢. 31000)
KAPA HiFi HotStart Uracil + ReadyMix (2x) (Kapa Biosystems, kat. ¢. KK2801)
Universal Methylated DNA Standard (Zymo Research, kat. ¢. D5011)
TP 2x SYBR Master Mix (Top-Bio, kat. ¢. T605)
Forward a Reverse primery EN1_A-C, SFRP2_A-C (Generi Biotech)

Laboratorni p¥istroje

Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies)
BioRuptor Plus (Diagenode)

C1000 Thermal Cycler (Bio-Rad)

Centrifuge Z 383 K (Hermle)

HiSeq 2500 (lllumina)

Chip Priming Station (Agilent Technologies)

Ika MS3 Vortexer (IKA)

Minicentrifuge MiniSpin (Eppendorf)

MJ Reseach PTC-Thermal Cycler (Marshall Scientific)
QIAxcel Advanced Systém (QIAGEN)

Qubit 2.0 Fluorometer (Invitrogen)

Real Time PCR Cycler CFX96 (Bio-Rad)

Vortex Mixer PV-1 (Pro LAB, P-LAB)

Vortex Genie 2 (Scientific Industries)
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9 Metodika

8.5 Priprava DNA

1.

DNA zFFPE vzorkii byla izolovana laborantkami UMTM. lzolace byla provedena
prostiednictvim a podle navodu kitu Cobas DNA Sample Preparation Kit.
Koncentrace DNA ve vzorcich byla zméfena na piistroji Qubit 2.0 Fluorometer.
a. Pro 1 méfeni bylo do mikrozkumavky ptipraveno 200 pl reakéni smési (199 pl Qubit
dsDNA HS Buffer + 1 ul Qubit dsDNA HS Reagent, Qubit dSDNA HS Assay Kit).
b. K199 pl reakéni smési byl piidan 1 pul DNA vzorku a obsah mikrozkumavky byl
promichan na vortexu. Koncentrace DNA byla zméfena na pfistroji Qubit
2.0 Fluorometer.
Byl vypocitan objem DNA a DEPC vody potiebné pro piipravu 100 ng DNA s celkovym

objemem 82 pl dle nasledujicich vzorct:

100

j DNA [pl]: =
Objem [ul]: Vona namefena koncentrace [ng - ul ~1]

Ob]em DEPC Vody [ul] VH20 =82 — VDNA

8.6 Fragmentace DNA

1.

Do mikrozkumavek pro sonikaci bylo ptipraveno 82 ul roztoku DNA (100 ng DNA) (pozn.
Vv ptipadé vzorku €. 5, 18, 20 a 24 bylo piipraveno 50 ng DNA, diivodem byla nizka koncentrace
DNA,; pro vzorek ¢. 19 byl pripraven duplikat oznaéeny jako vzorek ¢. 19b, tento duplikat byl
pted analyzou podroben opravé DNA pomoci kitu Nebnext DNA Repair Kit, New England
BioLabs, tento krok byl proveden laborantkou UMTM).
DNA ve vzorcich byla fragmentovéana sonikaci na pfistroji Bioruptor Plus s programem LOW
30s ON, 90s OFF, 2 x 3 cykly.
Velikost fragmentd DNA ve vzorcich byla ur¢ena pomoci gelové elektroforézy na Cipu na
piistroji Agilent 2100 Bioanalyzer (DNA High Sensitivity Kit a test DNA High Sensitivity).
a. Preparacni nastavec byla nastaven tak, aby stfikacka byla uzamcena v pozici, ktera je
pouzivana pro vtlacovani gelu pro analyzu DNA.
b. High Sensitivity DNA ¢ip byl vlozen na prepara¢ni nastavec.
C. Bylonapipetovano 9 pl gelu na dno jamky pro gel, pist byl natdhnut do pozice oznacené
na stupnici jako 1 ml a prepara¢ni nastavec byl uzavien.
d. Gel byl stlatenim pistu vtlaCen do v8ech kapilar uvnité ¢ipu a pist byl v této pozici
uzamknut.
e. Pist byl po 60 sekundach uvolnén a nasledné byl pist pomalym pohybem opé€t natahnut

do pozice oznacené na stupnici jako 1 ml.
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f.  Preparacni nastavec byl otevien a do dvou dalSich jamek pro gel bylo napipetovano 9 ul
gelu. Do vsech jamek pro vzorky a marker bylo napipetovano 5 ul High Sensitivity
DNA marker.

g. Do jamky pro ladder byl napipetovan 1 ul High Sensitivity DNA ladder a do jamek pro
vzorky byl napipetovan 1 pul DNA.

h. Cip byl vloZen do nastavce vortexu a obsah byl 1 minutu promichavan.

i. Poté byl ¢ip vlozen do piistroje Agilent 2100 Bioanalyzer a byla spusténa analyza.

8.7 Vychytavani fragmenti methylované DNA pomoci kitu MethylMiner Methylated

8.7.1

1.

© 0 &~ w

8.7.2

DNA Enrichment Kit
Piiprava magnetickych kuli¢ek

Byl ptipraven 1x Wash Buffer (360 pl 5x Wash Buffer x N + 1,44 ml DEPC vody x N; N = pocet
reakci).

Suspenze magnetickych kulicek Dynabeads M-280 Streptavidin byla diikladné resuspendovana
pipetovanim.

Do prazdné mikrozkumavky bylo napipetovano N x 10 ul magnetickych kulicek.
Mikrozkumavka s magnetickymi kulickami byla na 1 minutu vlozena do magnetického stojanu.
Po shromdzdéni kulicek na vnitini strané mikrozkumavky byl odstranén Ciry roztok.
Mikrozkumavka byla vyjmuta z magnetického stojanu a poté byly kulicky v mikrozkumavce
resuspendovany pipetovanim v N x 10 pl 1x Wash Buffer.

Mikrozkumavka byla vloZena na 1 minutu do magnetického stojanu, ¢iry roztok byl opatrné
odstranén z mikrozkumavky.

Mikrozkumavka s promytymi kulickami byla vyjmuta z magnetického stojanu a obsah
magnetickych kuli¢ek byl rychle resuspendovan jemnym pipetovanim v N x 10 pl 1x Wash
Buffer.

Piiprava proteinu MBD-biotin

Do nové mikrozkumavky bylo napipetovano N x 7 ul roztoku MBD-biotin a objem byl doplnén
do 200 pl roztokem 1x Wash Buffer.

Navazani proteinového komplexu MBD-biotin na magnetické kulicky

Ke 200 pl roztoku MBD-biotin bylo pfidano 100 ul magnetickych kulicek.

Obsah mikrozkumavky byl inkubovan 1 hodinu na tfepacce pii pokojové teplote.
Mikrozkumavka byla na 1 minutu vlozena do magnetického stojanu a po shromazdéni kulicek
na vnitini stran¢ mikrozkumavky byl odstranén ¢iry roztok tak, aby pelet nebyl porusen.
Obsah mikrozkumavky byl promyt 100 pl roztoku 1x Wash Buffer.

Smés v mikrozkumavce byla promichévana na tfepacce po dobu 5 minut.
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8.7.4

8.7.5

IS

Kroky 3 az 6 byly provedeny jesté dvakrat.

Mikrozkumavka byla na 1 minutu vloZena do magnetického stojanu, ¢iry roztok byl opatrné
odstranén z mikrozkumavky.

Do mikrozkumavky bylo pfidano 100 pl 1x Wash Buffer a obsah byl resuspendovan
pipetovanim, timto zpGsobem byl piipraven koncentrovany roztok magnetickych kulic¢ek

S navazanym proteinem MBD-biotin.
Inkubace konjugatu MBD-biotin a magnetickych kuli¢ek s fragmentovanou DNA

Pro N vzorki fragmentované DNA bylo pfipraveno N x 100 pl ztedéného roztoku magnetickych
kuli¢ek v 1x Wash Buffer (napt. pro 10 vzorkd bylo smichdno 100 pl magnetickych kulicek
S navdzanym proteinem MDB-biotin a 900 pl 1x Wash Buffer).

Byly piipraveny roztoky methylované a nemethylované DNA o koncentraci 10 pg-ul?, které
byly v dal§im postupu pouzity jako spike-in kontroly pro ovéfeni spravnosti vychytavani
fragmentl methylované DNA (1 pl pfislusné methylované/nemethylované DNA o koncentraci
1 ng-plt byl ziedén v 99 pl DEPC vody).

Do nové mikrozkumavky bylo k 80 pl vzorku fragmentované DNA ptidano 20 pl 5x Wash
Buffer, 100 ul ziedéného roztoku magnetickych kuli¢ek s navazanym komplexem MBD-biotin,
1 pl zfedéné kontrolni methylované DNA (10 pg-ul™) a 1 ul ziedéné kontrolni nemethylované
DNA (10 pg-ul™).

Obsah mikrozkumavek se vzorky byl promichavan 1 hodinu na tiepacce pii pokojové teploté.
Eluce nemethylované DNA

Mikrozkumavka s fragmentovanou DNA a magnetickymi kulickami byla vloZena na 1 minutu
do magnetického stojanu.

Ciry roztok byl odebran a tato frakce byla uschovana do nové mikrozkumavky (frakce
nemethylované DNA).

Bylo ptidano 200 pl 1x Wash Buffer do mikrozkumavky s magnetickymi kulickami.

Obsah mikrozkumavky byl promichavan po dobu 3 minut na tfepacce.

Mikrozkumavka byla na 1 minutu vlozena do magnetického stojanu.

Ciry roztok byl odebran a tato frakce byla uschovana do nové mikrozkumavky (frakce 1x Wash
Buffer).

Bylo piidano 200 pl 1x Wash Buffer do mikrozkumavky s magnetickymi kulickami.

Obsah mikrozkumavky byl promichavan po dobu 3 minut na tfepacce.

Mikrozkumavka byla na 1 minutu vloZena do magnetického stojanu a poté byl ¢&iry roztok

odebran a piepipetovan do mikrozkumavky s frakei 1x Wash Buffer.

39



8.7.6
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8.7.7

© 0o N o g &~ w

12.
13.

14.

Eluce methylované DNA

Bylo pfidano 200 pl High Salt Elution Buffer do mikrozkumavky s koncentrovanymi
magnetickymi kuliCkami.

Obsah mikrozkumavky byl promichdvan po dobu 3 minut na tfepacce.

Mikrozkumavka byla na 1 minutu vlozena do magnetického stojanu.

Ciry roztok byl z mikrozkumavky odebran. Tato frakce methylované DNA byla piepipetovana
do nové mikrozkumavky (frakce methylované DNA)

Bylo ptidéno 200 pl High Salt Elution Buffer do mikrozkumavky s magnetickymi kulickami.
Obsah mikrozkumavky byl promichavan po dobu 3 minut na tfepacce.

Mikrozkumavka byla na 1 minutu vlozena do magnetického stojanu.

Ciry roztok byl odebran z mikrozkumavky a piepipetovan do mikrozkumavky s frakei
methylované DNA.

Precipitace ethanolem

Ke kazdé frakci v mikrozkumavkach byl ptidan 1 pl glykogenu (20 pg-ul™).

Bylo pfidano 1/10 objemu acetatu sodného o koncentraci 3 mol-1* (pH = 5,2), 20 nebo 40 pl,
a 2x objem 100% ethanolu, 400 nebo 800 pl.

Obsah zkumavek byl dikladné promichan vortexovanim a inkubovan 2 hodiny pf#i -80 °C.
Byla provedena centrifugace (12 000 g/15 min/4 °C).

Supernatant byl odstranén tak, aby nedoslo k poruseni peletu na dné mikrozkumavky.

Bylo ptidéno 500 pl chlazeného 70% ethanolu.

Byla provedena centrifugace (12 000 g/5 min/4 °C).

Supernatant byl odstranén tak, aby nedoslo k poruseni peletu na dné mikrozkumavky.

Byla provedena centrifugace (12 000 g/15 min/4 °C).

. Veskery supernatant byl opatrné odstranén z mikrozkumavky.
11.

Supernatant na dn¢ mikrozkumavky byl vysuSen na vzduchu (5 minut nebo do tplného vysuseni
ethanolu).

Obsah mikrozkumavky byl resuspendovan v 30 ul DEPC vody.

Koncentrace DNA ve vzorcich byla zméfena na ptistroji Qubit 2.0 Fluorometer High Sensitivity
(postup viz Piiprava DNA, krok €. 2) (pozn. vzorek €. 25 byl z divodu nedetekovatelného
mnozstvi DNA vyfazen z analyzy).

Vzorky byly uschovany v mrazaku pfti -80 °C.
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8.8 Kontrola kvality methylované DNA pomoci qPCR

8.8.1

1.
2.

8.8.2

Priprava vzorku pro qPCR

Byla pfipravena reak¢éni smés pro methylovanou a nemethylovanou DNA (viz Tabulka 1 a 2).
Do mikrozkumavky pro PCR bylo napipetovano 18 pl reakéni smési pro methylovanou DNA
abyl pfidan 1 pl vzorku DNA z frakce methylované DNA/nemethylované DNA/1x Wash
Buffer.

Do nové PCR mikrozkumavky bylo napipetovano 18 pl reakéni smési pro nemethylovanou
DNA a byl ptidan 1 pl vzorku DNA z frakce methylované DNA/nemethylované DNA/1x Wash
Buffer.

Priprava kalibraéni fady pro qPCR

Byly piipraveny ziedéné roztoky methylované a nemethylované kontrolni DNA
0 koncentracich 1x107, 1x108, 1x10%, 1x10% 1x10% 1x10% 1x10'a 1 (pocet kopii DNA v 1 pl
roztoku DNA).

Do mikrozkumavky pro PCR bylo napipetovano 18 pl reakéni smési pro methylovanou DNA
a byl pfidan 1 pl roztoku kalibra¢ni fady methylované DNA nebo 1 pl DEPC vody (negativni
kontrola) (viz Tabulka 1).

Do nové mikrozkumavky pro PCR bylo napipetovano 18 pl reakéni smesi pro nemethylovanou
DNA a byl pfidan 1 pl roztoku kalibra¢ni fady nemethylované DNA nebo 1 pl DEPC vody
(negativni kontrola) (viz Tabulka 2).

Tabulka 1: SloZeni reakéni smési pro qPCR (methylovana DNA)

Reagencie Objem pro 1 reakei [pl]
TP SYBR Master Mix (2x) 10
Primery pro methylovanou DNA (10 pmol-ul?) 0,5
DEPC voda 75
Celkovy objem [ul] 18

Tabulka 2: SloZeni reakéni smési pro qPCR (nemethylovana DNA)

Reagencie Objem pro 1 reakei [pl]
TP SYBR Master Mix (2x) 10
Primery pro nemethylovanou DNA (10 pmol-pl) 0,5
DEPC voda 7,5
Celkovy objem [pl] 18
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883 QPCR

1. Mikrozkumavky byly vlozeny do termocykléru CFX96 a byl spustén program pro qPCR (viz
Tabulka 3).

2. Znaméfenych SQ hodnot (mnozstvi DNA vstupujici do PCR reakce; starting quantity)
jednotlivych vzorku a kalibra¢ni fady byl vypocitan pocet kopii spike-in DNA a procentualni
zastoupeni methylované a nemethylované spike-in kontroly v jednotlivych frakcich kazdého
analyzovaného vzorku dle nasledujicich vzorci:

Procentuilni zastoupeni nemethylované (NM) DNA:

SQ nemethylované spike in kotroly

% NM DNA =
% (5Q nemethylované spike in kontroly + SQ methylované spike in kontroly)
Procentudlni zastoupeni methylované (M) DNA:
SQ methylované spike in kotrol
9% M DNA = Q methy P y

(SQ nemethylované spike in kontroly + SQ methylované spike in kontroly)

Tabulka 3: Podminky qPCR pro kontrolu kvality methylované DNA

Cyklus Teplota | Cas | Opakovani
Pocate¢ni denaturace | 95°C | 15 min 1x
Denaturace 94 °C 15s
Hybridizace 55°C 15s 40x
Elongace 68 °C 30s
Kone¢na elongace 72 °C 5 min 1x

8.9 Priprava knihovny pomoci QIAseq Ultralow Input Library Kitu

8.9.1 Syntéza tupych koncu a ligace adaptori
1. Reakéni smés pro syntézu tupych konci byla ptipravena na ledu (viz Tabulka 4).

Tabulka 4: Slozeni reakéni smési pro syntézu tupych konct

Reagencie Objem pro 1 reakei [pl]
1,1 ng DNA Ruzné
End-Polishing Buffer (10x) 5
End-Polishing Enzyme Mix 2
DEPC voda Ruzné
Celkovy objem [pl] 50

2. Obsah mikrozkumavky byl promichan pipetovanim a mikrozkumavka byla vloZena do
termocykléru C1000 Thermal Cycler s programem pro syntézu tupych koncti (viz Tabulka 5).
3. Po probéhnuti programu pro syntézu tupych koncl byly mikrozkumavky vyjmuty
z termocykléru a umistény na led. Okamzité byla provedena ligace adaptori podle postupu (viz

nize).
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Tabulka 5: Podminky programu pro syntézu tupych koncti

Cyklus Teplota | Cas
25°C | 30 min
Syntéza tupych konctt | 65°C | 15 min
4°C 0

4. Adaptory byla pfipraveny zfedénim v poméru 1 : 10 pfidanim 90 pul DEPC vody k 10 ul

adaptoru. Obsah byl promichan pipetovanim a poté prenesen do nové mikrozkumavky.

5. Ke vzorkim DNA byly ptidany reagencie pro ligaci adaptoru podle Tabulky 6.

Tabulka 6: Slozeni liga¢ni smési

Reagencie Objem pro 1 reakei [pl]
DNA po syntéze tupych konct 50
Ultralow Input Buffer (4x) 25

Ultralow Input Ligase

QIlAseq adaptor
DEPC voda 18
Celkovy objem [ul] 50

6. Mikrozkumavky byly vlozeny do termocykléru C1000 Thermal Cycler s programem pro ligaci

adaptort bez pouziti vyhtivaného vika (viz Tabulka 7).

Tabulka 7: Podminky programu pro ligaci adaptord

Cyklus Teplota | Cas
25°C | 10 min
4°C 0

Ligace adaptort

7. Po probéhnuti ligace adaptort byly mikrozkumavky umistény na led a byla provedena

purifikace pouzitim magnetickych kuli¢ek Agencourt AMPure XP.

a.
b.

Vzorky byly piepipetovany do jamek pie¢istovaci desticky.

Ke kazdému vzorku bylo ptidano 80 pl resuspendovanych magnetickych kulicek
Agencourt AMPure XP a obsah byl promichan pipetovanim.

Smés byla inkubovéana 5 minut pfi pokojové teploté.

Desticka byla vlozena na magneticky stojanek na 2 minuty a poté byl opatrné odstranén
supernatant.

Magnetické kulicky byly promyty ptidanim 200 pl Cerstvého 80% ethanolu do kazdé
jamky.

Desticka byla vloZzena na magneticky stojanek na 2 minuty a poté byl opatrné odstranén
supernatant.

Magnetické kulicky byly opét promyty pfidanim 200 pl Eerstvého 80% ethanolu do
kazdé jamky.
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Desticka byla vlozena na magneticky stojanek na 2 minuty a poté byl opatrné odstranén
supernatant.

Smés byla inkubovana na magnetickém stojanu 5 az 10 minut nebo dokud nebyly
magnetické kulicky suché.

Destic¢ka se vzorky byly sundana z magnetického stojanu a magnetické kulicky byly
resuspendovany v 52,5 ul Buffer EB.

Desticka byla vloZzena na magneticky stojanek na 2 minuty a 50 pl supernatantu byl

opatrné prenesen do nové jamky na desticce.

8. Byla provedena druha purifikace pouzitim magnetickych kulicek Agencourt AMPure XP.

Bylo pfiddno 50 pl resuspendovaného roztoku magnetickych kulicek Agencourt
AMPure XP ke kazdému vzorku a obsah byl dikladné promichéan pipetovanim.

Kroky h az m byly jesté jednou opakovany, pticemz kuli¢ky byly resuspendovany
v 26 pl Buffer EB.

Desticka byla vlozena na magneticky stojanek na 2 minuty a 23,5 pl supernatantu bylo

opatrné pteneseno do nové PCR mikrozkumavky.

9. Vzorky byly uschovany v mrazaku pti -20 °C.

8.9.2 Amplifikace DNA knihovny

1. Byla ptipravena reakéni smés pro amplifikaci knihovny podle Tabulky 8.

2. PCR desticka byla prenesena do termocykléru CFX96 s programem pro amplifikaci DNA (viz
Tabulka 9).

Tabulka 8: Reakéni smés pro amplifikaci knihovny

Reagencie Objem pro 1 reakeci [pl]
HiFi PCR Master Mix (2x) 25
Primer Mix, (10 pmol-pl?) 15
Knihovna DNA 23
EvaGreen (20x in water) 0,5
Celkovy objem [ul] 50

Tabulka 9: Podminky amplifikace DNA

Cyklus Teplota | Cas | Opakovani
Pocate¢ni denaturace | 98 °C | 2 min 1x
Denaturace 98 °C 20s
Hybridizace 60 °C 30s 12x
Elongace 72 °C 30s
Konecna elongace 72°C | 5min 1x
Chlazeni 4°C e 1x

3. Po prob&hnuti amplifikace byly mikrozkumavky umistény na led a byla provedena purifikace

pomoci magnetickych kulicek Agencourt AMPure XP.
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8.9.3

a. Vzorky byly piepipetovany na piecistovaci desticku.

b. Kekazdému vzorku (50 ul) bylo pfidano 50 ul resuspendovanych magnetickych kuli¢ek
Agencourt AMPure XP a smés byla promichana pipetovanim.

C. Smés byla inkubovana 5 minut pfi pokojové teplot¢.

d. Desticka byla na 2 minuty vlozena na magneticky stojanek a poté byl odstranén
supernatant.

e. Magnetické kulicky se vzorky byly promyty pfidanim 200 pl Cerstvé pfipraveného 80%
ethanolu.

f. Desticka byla na 2 minuty vlozena na magneticky stojanck a poté byl odstranén
supernatant.
Magnetické kuli¢ky se vzorky byly promyty ptidanim 200 ul 80% ethanolu.
Desticka byla na 2 minuty vloZzena na magneticky stojanek a poté byl odstranén
supernatant. Smés byla inkubovana 5 minut, nebo dokud nebyly kulicky vysusené.

i. Desticka byla sundana z magnetického stojanu a kuli¢ky byly resuspendovany v 25 pl
Buffer EB.

j. Desti¢ka byla vloZena na magneticky stojanek na 2 minuty a poté bylo pieneseno 23 ul
supernatantu do nové mikrozkumavky.

Vzorky byly uschovany v mrazaku pii -20 °C.
Kvantifikace knihovny

Koncentrace DNA ve vzorcich byla zméfena na pfistroji Qubit 2.0 Fluorometer (postup viz
Piiprava DNA, krok ¢. 2).

Kvalita knihovny byla zkontrolovana pouzitim kapilarni elektroforézy na pfistroji QIAxcel
Advanced Systém a reagencii kitu QIAxcel DNA High Resolution Kit, program OL800,
injection time 40 s, 2 ul DNA + 8 ul Dilution Buffer.

Z elektroforetogramu byla uréena primérna velikost fragmentt po indexaci v jednotlivych
vzorcich (Z), ztéchto hodnot byla vypocitana primérna velikost molekuly DNA vsech
vzorku (F).

8.10 Priprava vzorku na sekvenovani

Jednotlivé pooly byly piipraveny vzdy po 10 vzorcich.
Z naméfenych koncentraci DNA (viz Kvantifikace knihovny, krok ¢. 1) a pramérnych
velikosti fragmentti byla vypocitana molarni koncentrace jednotlivych vzorku dle vzorce:

_ pil[ng-pl~']-10°

C [nmol . ul _1] - 660 [g - mol _1] .7

Legenda: pi = koncentrace DNA vzorku (ng-ul™); 660 g-mol je primérna molarni hmotnost jedné baze (1 bp); Z =

pramérna velikost fragmentu DNA po indexaci ve vzorku (bp)

45



10.

11.

Pool vzorki byl pfipraven tak, aby byl kazdy vzorek zastoupen ve stejném mnozstvi
(9 nmol/vzorek).

Koncentrace poolu byla tfikrat zkontrolovana na pfistroji Qubit 2.0 Fluorometer High
Sensitivity (postup viz Priprava DNA, krok ¢. 2) a byla vypocitana jejich primérna hodnota.
Ze zjisténé koncentrace poolu byla podle vzorce vypocitana molarita DNA v poolu.

pi[ng-ul ~1]-10°
660 [g-mol =] - F

¢ [nmol - pl ~1] =

Legenda: pi = koncentrace DNA poolu (ng-ult); 660 g-mol? je priméma molarni hmotnost jedné baze (1 bp);
F = priimémné velikost molekuly DNA viech vzorkil po indexaci (bp)

Pool vzorkil byl nafedén vodou na koncentraci 2,8 nmol-pl™.

Byl pfipraven roztok NaOH o koncentraci 0,2 mol-1! smichanim 10 pl NaOH o koncentraci
5 mol-1 a 240 pl DEPC vody.

K 10 ul poolu o koncentraci 2,8 nmol-ul? bylo piidano 10 ul NaOH o koncentraci 0,2 mol-1*
a smés byla inkubovana 5 minut pfi pokojové teploté.

K 10 pl poolu bylo pfidano 990 ul HT1.

Malé mnozstvi poolu bylo osekvenovano na sekvenatoru MiSeq a podle poctu PF ¢teni bylo
mnozstvi DNA jednotlivych vzorkid adjustovano v poolu knihovny (Illumina MiSeq Reagent
Kit v2, 50 cykla)

Adjustovana knihovna DNA byla osekvenovana na pfistroji HiSeq 2500 (Illumina HiSeq SBS
Rapid Kit, 50 cyklu).

8.11 Zpracovani sekvenacnich dat z Methyl Capture sekvenovani

1.

Data ziskana po sekvenovani byla nasledné¢ upravena a zpracovana Ing. Rastislavem
Slavkovskym, PhD. Statisticka analyza byla provedena Mgr. Janou Vrbkovou, Ph.D. Poté byla
provedena analyza filtrovanych methylovanych oblasti.
Pro data ve formatu FASTQ byl proveden alignment k referenénimu lidskému genomu
(GRCh37/hg19) pomoci programu BWA do formatu SAM.
SAM soubory byly ptevedeny do formatu BAM v programu SAMtools za pouziti piikazi: 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
Data jednotlivych vzorkii byla sloucena v experimentalnich skupinach (skupina non-
respondenti = N a skupina respondenti = R).
Data byla analyzovana v programu MACS2 pomoci funkce peak calling, pficemz bylo

provedeno porovnani methylac¢nich profili mezi skupinami, a tak byla zjiSténa informace
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10.

11.

0 poloze piku odpovidajici methylované oblasti v ramci experimentalni skupiny (poloha piku,
vzdalenost od transkripéniho pocatku, hodnoty p-value a g-value, nejvyssi bod piku).
Methylované oblasti byly anotovany pomoci programu vytvoieném ve skriptovacim jazyce
Python, ktery byl vytvofen Ing. Rastislavem Slavkovskym, PhD (pfifazeni ke genu a lokalizace
piku v ramci genu).
Pro dalsi analyzu byly vybrany oblasti okolo nejvyssiho bodu piku (peak summit, misto
S nejvyssim poctem pfifazenych ¢teni), 250 bp v obou smérech od tohoto piku, celkova velikost
500 bp.V programu Bedtools byly pro tyto oblasti vygenerovany poéty jednotlivych Eteni
Vv jednotlivych vzorcich, které byly ptifazeny K této oblasti. Poéty Eteni byly normalizovany
s ohledem na velikost jednotlivych BAM soubort dle nasledujiciho vzorce (kompenzace vlivu
ruzného prosekvenovani vzorkt).

poéet ¢tenf v jednotlivych vzorcich, které byly prirazeny k dané oblasti

vzorec: velikost FASTQ souboru [kB] +1000000 [kE]

Byl stanoven pocet CpG mist ve vybranych oblastech okolo nejvys$siho bodu piku o velikosti
500 bp (Bioinpharmatics, 2015). Jako vstupna data byly pouzity sekvence FASTA piislusnych
oblasti, které byly ziskany pomoci skriptu get_sekvences.sh. Ten Byl pfipraven na zakladé
modifikovaného skriptu, ktery  je dostupny na internetové strance:
https://bioinformatics.stackexchange.com/questions/2543/way-to-get-genomic-sequences-at-
given-coordinates-without-downloading-fasta-file.

Data byla dale statisticky zpracovana (stanoveni cutpoitnu, poctu ¢teni, odliSujici pacienty
vdané oblasti methylované ¢ nemethylované;  stanoveni  poctu  pacientl
s hypermethylaci/hypomethylaci v této oblasti: cut-off high = pocet pozorovani vyssich nez
cutpoint; a cut-off low = pocet pozorovani nizsich nebo rovnych cutpointu; hodnoty logrank
statistiky, p-value a FC (podil mediant skupiny cut-off high ku cut-off low).

Data byla filtrovana a vystupny soubor gend, v jejichz blizkosti byla detekovana
hypermethylace, byl nasledné podroben literarni resersi z dostupnych literarnich zdroji. Cilem
bylo najit spojitost mezi funkei téchto genti a procesem angiogeneze.

Pro vysledny soubor gent bylo taktéZ provedeno hierarchické klastrovani v programu MeV
(MultiExperiment Viewer), kdy jako hodnoty exprese v ramci jednotlivych vzorka byly zvoleny
pocty ¢teni prifazenych do analyzované oblasti daného genu. Byla pouZita klastrovaci metoda

nejvzdalenéjSiho souseda (Complete Linkage) a blokova vzdalenost (Manhattan).
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8.12 Analyticka validace vysledki

1.

8.12.1

Byla provedena analyticka validace vybranych methylovanych oblasti. Pro tuto validaci byly
vybrany methylované oblasti lezici v blizkosti gentt EN1 a SFRP2, jejichz hypermethylace byla
detekovana ve skupiné R.

Koordinaty urcujici pocatek a konec analyzovanych sekvenci o velikost 500 bp byly pouzity
pro vizualizaci této sekvence v programu IGV (GRCh37/hg19), kde byly porovnany methylacni
profily v8ech analyzovanych vzorki a byla sledovana poloha tohoto regionu v ramci zndmych

CpG ostrovli a promotorové oblasti piisluSiciho genu.
NavrZeni primeri

Koordinaty urcujici polohu analyzovanych 500bp useki DNA byly nasledné pouzity pro
vizualizaci této oblasti v databazi UCSC Genome Browser (GRCh37/hgl9). Pro navrzeni
primerd zde byly ziskany nové koordinaty pro sekvenci DNA o velikosti 1 500 az 2 000 bp.

Z databaze UCSC Genome Browser (GRCh37/hgl9) byly pomoci téchto koordinat ziskany
sekvence DNA, které byly nasledné pouzity v programu MethPrimer 2.0 pro navrzeni primerd
pro bisulfitové sekvenovani.

Pro kazdy gen byly navrhnuty 3 pary primert pokryvajici analyzovany 500 bp usek DNA
(EN1_A, EN1_B, EN1_C, SFRP2_A, SFRP2_B, SFRP2_C) (viz Tabulka 10).

Tabulka 10: Primery pro bisulfitové sekvenovani methylovanych oblasti gent EN1 a SFRP2

: 0.GE .. Velikost
Primery Sekvence (5°-3") Koordinaty produktu [bp]
EN1 A F AGTTGGATTAGGYGGTATTT

—= chr2:119,607,817-119,607,984 168
EN1 A R CACAAAATTCCCAATAACATATTCA
EN1 B F GTGAATAAAATTTTGGTTAAAAG

—= chr2:119,607,540-119,607,768 229
EN1 B R TCRGAACTCCACTACATAAAAA
EN1 F C ATTTAGTTGYGTAGTTTTTGTG
chr2:119,607,371-119,607,506 135

EN1 R_C | ATAAAAAATAATTAAAACCTATAAATTATC

SFRP2_A_F TTTAGTAGGGAGTGGGGAAGTAAG

chr4:154,709,450-154,709,746 297
SFRP2_A R GCTAATCATAAAACAATACCACC
SFRP2_B_F ATTYGAGGAGGGTTGGTTAT
—— chr4:154,710,313-154,710,642 330
SFRP2_B_R CTAACAACCCAACAAAAACTT
SFRP2_C_F GTTGGGTTGTTAGGTATGAG
— chr4:154,710,630-154,710,835 206
SFRP2_C_R AACACACRGACAAACTACTAAA

8.12.2 Bisulfitova konverze pomoci kitu EZ DNA Methylation-Gold Kit

1.

Pro analytickou validaci geni EN1 a SFRP2 byly vybrany vzorky s dostate¢né vysokou
koncentraci DNA (vzorky €. 6,7,9, 11,12, 13, 14,16, 17, 19, 21, 22, 28 a 30).

Do PCR mikrozkumavek bylo pfipraveno 20 pul DNA jednotlivych vzorkti o koncentraci
5ng-ul? (celkem 100 ng DNA), 20 pl pozitivni kontroly pro bisulfitovou konverzi
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7.

o koncentraci 25 ng-ul? (celkem 500 ng, Universal Methylated DNA Standard) a 16 ul
negativni kontroly (DEPC voda).

Pied pouzitim bylo do zkumavky s CT-Conversion Reagent piidano 900 ul DEPC vody, 300 pl
M-Dilution Buffer a 50 pl M-Dissolving Buffer. Obsah mikrozkumavky byl michan s ¢astym
vortexovanim po dobu 10 minut.

Byl ptipraven roztok M-Wash ptridanim 8 ml 100% ethanolu do 2 ml M-Wash Buffer a obsah
zkumavky byl promichédn vortexovanim.

K 20 pl kazdého vzorku, negativni kontrole a pozitivni kontrole bylo ptidano 130 pl CT-
Conversion Reagent. Obsah mikrozkumavky byl promichan pipetovanim.

Mikrozkumavky byly vlozeny do termocykléru MJ Research PTC-200 s programem pro
bisulfitovou konverzi (viz Tabulka 11).

Po probéhnuti bisulfitové konverze byly vzorky vyjmuty z termocykléru a umistény na led.

Tabulka 11: Program pro bisulfitovou konverzi

10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.

17.

Krok | Teplota | Cas
1 98 °C 10 min
2 64 °C 150 min
3 4°C ©

Kolonky Zymo-Spin IC byly umistény do sbérné zkumavky, do kolonek bylo ptidano 600 ul
M-Binding Buffer.

Bisulfitované vzorky, pozitivni kontrola a negativni kontrola (150 ul) byly napipetovany na
Zymo-Spin IC kolonku. Vr$ek kolonky byl uzavien a obsah byl smichan ota¢enim
mikrozkumavky.

Byla provedena centrifugace (> 10 000 g/30 s) a poté byla kolonka pfemisténa do nové sbérné
zkumavky.

Do kolonky bylo ptfidano 100 pl M-Wash Buffer a opét byla provedena centrifugace
(>10 000 g/30 s). Kolonka byla ptemisténa do nové sbérné zkumavky.

Do kolonky bylo ptidano 200 pl M-Desulfonation Buffer a obsah kolonky byl inkubovan pfi
pokojové teploté 20 minut.

Byla provedena centrifugace (> 10000 g/30 s). Kolonka byla pfemisténa do nové sbérné
zkumavky.

Do kolonky bylo pfidano 200 ul M-Wash Buffer a poté byla opét provedena centrifugace
(>10 000 g/30 s).

Opét bylo pridano 200 ul M-Wash Buffer a byla provedena centrifugace (>10 000 g/30 s).
Kolonka byla pfenesena do nové oznacené 1,5 ml zkumavky. Na filtr kolonky bylo
napipetovano 10 ul M-Elution Buffer a byla provedena eluce centrifugaci (>10 000 g/30 s).
Vzorky byly uschovany v mrazaku pti -80 °C.
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8.12.3 PCR amplifikace bisulfitované DNA

1. Bylaprovedena gradientova qPCR pro urceni optimalni teploty nasedani primert (62 °C, 60 °C,
57 °C, 52,3 °C). Pro optimalizaci byly pouzity pacientské vzorky DNA a DNA bunécné linie
K-562 po bisulfitové konverzi, které byly ptipraveny Veronikou Holinkovou, DiS., z DNA
laboratore UMTM (pozn. optimalni teplota reverse a forward primert EN1_A, EN1_C,
SFRP2_A a SFRP2_C byla 60 °C, optimalni teplota pro nasedani reverse a forward primert
ENI1_B byla 57 °C, primery SFRP2_B reverse a forward nevytvotily Zzadny produkt, proto byly
vyfazeny z analyzy).

2. Dale byla provedena optimalizace podminek qPCR, kdy byl sniZzen objem reakce z 20 pl na
15ul a byla zvySena vyslednd koncentrace primerti v reakéni smési z 0,3 pmol-ult na
0,4 pmol-ul™.

3. Poté byla provedena PCR amplifikace bisulfitované DNA jednotlivych methylovanych vzorkd.

a. Byly pfipraveny reakéni smési (viz Tabulka 12) pro jednotlivé primery pro amplifikaci
17 vzorkd (14 vzorkt pro validaci, negativni kontrola a pozitivni kontrola po bisulfitové
konverzi, komeréni bisulfitovana pozitivni kontrola Bisulfite-Converted Universal
Methylated Human DNA Standard).

b. Do PCR mikrozkumavek bylo k 14,5 ul reakéni smési ptidano 0,5 pl DNA vzorku ¢i
kontroly. Mikrozkumavky byly kratce vortexovany a sto¢eny na minicentrifuze, poté
byly vlozeny do termocykléru CFX96 a byl spustén program pro amplifikaci
bisulfitované DNA (viz Tabulka 13).

Tabulka 12: Reakéni smés pro amplifikaci bisulfitové DNA

Reagencie Objem pro 1 reakci [ul]
KAPA HiFi HS Uracil + RM (2x) 7,5
EvaGreen Dye (20x in water) 0,5
DEPC voda 53
Primer R (10 pmol-pl?) 0,6
Primer F (10 pmol-pl?) 0,6
Celkovy objem 14,5

Tabulka 13: Podminky qPCR pro amplifikaci bisulfitované DNA

Cyklus Teplota Cas | Opakovani
Pocatecni denaturace 95 °C 3 min 1x
Denaturace 98 °C 20s
Hybridizace 57 °C/60 °C 30s 40x
Elongace 60 °C 45
Konec¢na elongace 72 °C 1 min 1x
Teplota tani PCR produkti | 60 °C - 95 °C 5s 1x
Chlazeni 10 °C 10 min 1x
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Po skonCeni PCR amplifikace byla velikost produktli zkontrolovana pomoci kapilarové
elektroforézy na ptistroji QIAxcel Advanced Systém a reagencii kitu QIAxcel DNA High
Resolution Kit, program OL500, injection time 20 s, 2 ul DNA + 8 ul Dilution Buffer.
Z dtvodu neptitomnosti PCR produktu byla u nékterych vzorki PCR amplifikace opakovana.
a. 'V ptipad¢ primert pro EN1_B byla PCR amplifikace opakovana u vzorkt 6, 7, 9, 12,
14, pticemz podminky reakce nebyly zménény.
b. V ptipadé primeri pro SFRP2A byla PCR amplifikace opakovana u vzorka 7,9, 11, 12,
13,17, 19, 21, 22 a 28, pficemz byl zvysen objem vlozené DNA vzorku na 1,5 pl.
c. V ptipadé primeri pro SFRP2C byla PCR amplifikace opakovanau vzorka 7,9, 11, 12,

14, 30, pti¢emz byl zvySen objem vlozené¢ DNA vzorku na 1 pl.

6. Velikost PCR produktu byla opét zkontrolovana pomoci kapilarové elektroforézy na ptistroji

QIAxcel Advanced Systém a reagencii kitu QIAxcel DNA High Resolution Kit, program
OL500, injection time 20 s, 2 ul DNA + 8 pl Dilution Buffer.

8.13 PreciSténi amplikoni pomoci kitu QIAquick PCR Purification Kit

1.

10.

11.
12.

Produkty amplifikace pomoci primeri EN1_A, EN1 B, EN1_C, SFRP2_A a SFRP2_C byly
v ramci jednotlivych vzorkl sjednoceny.

Ke vzorku byl pfidan 10x objem roztoku Buffer PB a obsah mikrozkumavky byl promichan
vortexovanim a poté sto¢en v minicentrifuze.

Vzorek byl prenesen na QUAquick kolonku umisténou ve sbérné 2 ml mikrozkumavce.

Byla provedena centrifugace (12 100 g/ 60 s).

Supernatant byl ze sbérné mikrozkumavky odstranén a kolonka byla umisténa zpét do sbérné
mikrozkumavky.

Na kolonku bylo pfidano 750 ul Buffer PE a poté byla provedena centrifugace (12 100 g/60 s).
Supernatant byl opét ze sbérné mikrozkumavky odstranén a kolonka byla umisténa zpét do
sbérné mikrozkumavky.

Pro odstranéni veskeré tekutiny byla provedena dalsi centrifugace (12 100 g/60 s).

Supernatant byl ze sbérné mikrozkumavky odstranén a kolonka byla umisténa do nové 1,5 ml
mikrozkumavky.

Na stfed kolonky bylo pfidano 30 pl Buffer EB a obsah mikrozkumavky byl inkubovan 1 minutu
pti pokojové teploté.

Byla provedena eluce DNA centrifugaci (12 100 g/60 s).

Koncentrace DNA byla zméfena na piistroji Qubit 2.0 Fluorometer (postup viz Piiprava DNA,
krok €. 2).
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8.14 Tagmentace s pouzitim kitu Nextera XT Sample Prep Kit

1.

Do PCR mikrozkumavky bylo pfipraveno 2,5 ul DNA o koncentraci 0,2 ng-ul™? (0,5 ng DNA).
Bylo ptidano 5 pl TD a 5 pl ATM.

Mikrozkumavky byly vlozeny do termocykléru C1000 Thermal Cycler a byl spustén program
tagmentace Nextera XT (viz Tabulka 14).

Ke kazdému vzorku bylo pfidano 2,5 ul NT, 7,5 ul NPM a 2,5 pl index.

Mikrozkumavky byly umistény do termocykléru C1000 Thermal Cycler a byl spustén program
PCR amplifikace tagmentované DNA (viz Tabulka 15).

Koncentrace DNA ve vzorcich byla zméfena na piistroji Qubit 2.0 Fluorometer High Sensitivity
(postup viz Priprava DNA, krok ¢. 2).

Tabulka 14: Podminky tagmentace Nextera XT

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

Tabulka 15: Podminky PCR amplifikace tagmentované DNA

Cyklus | Teplota | Cas | Opakovani
1 72°C | 3min 1x
2 95°C | 30s
3 95°C | 10s
4 55°C | 30s 16x
5 72°C | 30s
6 72°C |5 min 1x
7 72 °C o0 1x

Produkty amplifikace DNA byly ptecistény pomoci kitu QIAquick PCR Purification (postup
viz Pie¢isténi amplikoni pomoci kitu QIAquick PCR Purification Kit).
Koncentrace DNA ve vzorcich byla zmétfena na pfistroji Qubit 2.0 Fluorometer High Sensitivity

(postup viz Priprava DNA, krok ¢. 2).

8.15 Priprava vzorki na sekvenovani

1.

Z naméfenych koncentraci DNA byly vypocitana molarita DNA v jednotlivych vzorcich dle
nasledujiciho vzorce.

pi [ng-ul 1] - 10°
660 [g- mol ~1] - 250

¢ [nmol - pl 1] =

Legenda: pi = koncentrace DNA vzorku po tagmentaci a piecisténi (ng-ult); 660 g-mol! = priiméma molarni

hmotnost jedné baze (1 bp); 250 = pramérna velikost molekuly DNA po tagmentaci (bp)

Pool vzorkli byl pfipraven tak, aby byl kazdy vzorek zastoupen ve stejném mnoZstvi

(20 nmol/vzorek).
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9.

8.16

1.

Koncentrace poolu byla tfikrat zkontrolovana na pfistroji Qubit 2.0 Fluorometer High
Sensitivity (postup viz Priprava DNA, krok ¢. 2) a byla vypocitana jejich primérna hodnota.
Ze zjisténé koncentrace poolu byla podle vzorce vypocitana molarita DNA v poolu.

(nmol - -] = pi [ng-ul '] - 10°
MmOt K= 660 [g - mol ~1] - 250

Legenda: pi = koncentrace DNA vzorku po tagmentaci a precisténi (ng-pl™t); 660 g-mol = primérna molarni
hmotnost jedné baze (1 bp); 250 = priimérn4 velikost molekuly DNA po tagmentaci (bp)

Pool vzorkil byla nafedén DEPC vodou na koncentraci 2 nmol-ul™.

Byl pfipraven roztok NaOH o koncentraci 0,2 mol-1 smichanim 10 pl NaOH o koncentraci
5 mol-1* a 240 pl DEPC vody.

K 10 ul poolu o koncentraci 2 nmol-pl? bylo pfidano 10 ul NaOH o koncentraci 0,2 mol-1*
a smés byla inkubovana 5 minut pfi pokojové teplot¢.

K 10 pl poolu bylo pfidano 990 ul HT1.

Knihovna DNA byla osekvenovana na ptistroji MiSeq (MiSeq Reagent Kit v3, 150 cykli).

Zpracovani sekvenacnich dat z bisulfitového sekvenovani

Pro vygenerovana data ve formatu FASTQ byl proveden alignment K referen¢nimu genomu
v programu Bismark, byl pouzit niZze uvedeny ptikaz. Tento krok byl proveden Ing. Rastislavem
Slavkovskym, PhD.

FILES=./*1_001.fastq.gz

for f in $FILES

do

f2=${f%.*}

fp=${f2%.*}

filename=${fp::-5}

echo "Processing $f file to $f.bam"—

J../bismark --bowtie2 --multicore 2 --non-directional -p 4 --path_to_bowtie /home/rasta/Desktop/bowtie2-
2.2.8 -n 1 -1 28 /home/rasta/Desktop/bwa/bwa-0.7.12/hg19 -1 ${filename}1_001.fastq.gz -2
${filename}2_001.fastq.gz

done

Data ve formatu *.txt vygenerovana z programu Bismark Methylation Extractor pomoci nize

uvedeného prikazu byla vizualizovana v programu SeqMonk.
FILES=./*001.fastq.gz_bismark_bt2_pe.bam
for f in $FILES
do
echo "Processing $f file to $f.txt"

bismark_methylation_extractor -p --multicore 10 --merge_non_CpG $f
done

Byla provedena kvantifikace methylace CpG mist v osekvenovanych oblasti gent
EN1 a SFRP2.
a. Nejdrive byla provedena kvantifikace celych oblasti jednotlivych amplikonti (EN1_A,
EN1_B, EN1_C, SFRP2_A a SFRP2_B).
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b. Poté byly sekvence nékterych amplikoni rozdéleny na dvé casti a byla provedena
kvantifikace methylace CpG mist, tento krok byl proveden z divodu pfitomnosti

diference v methylaci dané oblasti v ramci jednoho vzorku (viz Tabulka 16).

Tabulka 16: Koordinaty Gsekti methylovanych oblasti gentt EN1 a SFRP2 v programu SeqMonk

Oblast Koordinaty
EN1_A chr2:119,607,817-119,607,984
EN1_B chr2:119,607,540-119,607,768
EN1 B 1 chr2:119,607,540-119,607,595
EN1 B 2 chr2:119,607,596-119,607,768
EN1 C chr2:119,607,371-119,607,506
EN1 C 1 chr2:119,607,371-119,607,435
EN1 C 2 chr2:119,607,436-119,607,506
SFRP2_A chr4:154,709,450-154,709,746
SFRP2_A_1 | chr4:154,709,450-154,709,530
SFRP2_A_2 | chr4:154,709,531-154,709,746
SFRP2_C chr4:154,710,630-154,710,835
SFRP2_C_1 | chr4:154,710,630-154,710,774
SFRP2_C 2 | chr4:154,710,775-154,710,835

4. Pro korelacni analyzu vysledkli z Methyl Capture sekvenovani a bisulfitového sekvenovani byly
v programu Bedtools pro vySe definované oblasti vygenerovany pocty jednotlivych ¢&teni
Vv jednotlivych vzorcich, které byly pfifazeny k této sekvenci. Poéty ¢teni byly normalizovany
sohledem na velikost jednotlivych BAM soubori z Methyl Capture sekvenovani dle

nasledujiciho vzorce (kompenzace vlivu riizné¢ho prosekvenovani vzorki).

_ pocet ¢teni v jednotlivych vzorcich, které byly ptirazeny k dané oblasti 1 000 000 [kB
vzorec velikost FASTQ souboru [kB] [kB]

5. Byla provedena korela¢ni analyza, kdy byly do grafu naneseny hodnoty poctu ¢teni mapované
do analyzované oblasti (Methyl Capture sekvenovani) a hodnoty methylace CpG mist ziskané

z programu SeqMonk (bisulfitové sekvenovani).
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10 Vysledky

Pro studii byl vybran soubor 31 pacientii s kolorektalnim karcinomem, ktefi byli IécCeni
chemoterapeutickou latkou bevacizumab (Avastin). Patnact FFPE vzorki DNA (vzorky ¢&. 1-15) bylo
odebrano pacientiim, u kterych nebyla detekovdna odpoveéd’ na 1écbu, a tedy vykazovali rezistenci viici
bevacizumabu (skupina non-respondenti — N), zbyvajicich Sestnact vzorka (vzorky ¢. 16-31) patfilo
pacientdm, ktefi vykazovali pozitivni odpovéd’ na 1é¢bu (skupina respondenti — R). Ve vzorcich DNA
byl studovan methyla¢ni profil genomu. Pomoci metody Methyl Capture byly ve vzorcich obohaceny
methylované oblasti DNA a pacientskd DNA byla nasledné pfipravena pro sekvenovani na platformé
llumina HiSeq 2500. Vysledky methylaéni analyzy Methyl Capture sekvenovani byly nasledné

validovany pomoci bisulfitového sekvenovani na pfistroji MiSeq.
10.1 Methyl Capture sekvenovani

Vyizolovana pacientskd DNA byla fragmentovana sonikaci tak, aby vznikly fragmenty o velikosti
ptiblizné 300 az 500 bp (viz Obrazek 18). Vzorek ¢. 25 byl z dalsi analyzy vyfazen z divodu nizké
koncentrace DNA po fragmentaci a nepfitomnosti DNA na elektroforetogramu.
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Obrazek 18: Separované fragmenty DNA vzorku €. 14 pomoci kapilarové elektroforézy na pfistroji
Agilent 2100 Bioanalyzer

Methylované fragmenty DNA byly vychytany na magnetickych kulickdch pomoci principu Methyl
Capture a kitu MethylMiner Methylated DNA Enrichment Kit (Invitrogen). Kvalita obohacené
methylované DNA Dbyla stanovena pomoci metody qPCR se specifickymi primery pro methylovanou
a nemethylovanou kontrolni DNA (spike-in kontrola). Pfitomnost methylované a nemethylované DNA
byla kontrolovana ve vSech eluovanych frakci jednotlivych vzorkd, pficemz methylovana DNA byla
nejvice obsazena ve frakci oznacené jako frakce methylované DNA. Naopak ve frakci nemethylované
DNA byla v nejvyssi mife pritomna nemethylovana DNA a ve frakci 1x Wash Buffer se v riznych

podilech vyskytovala methylovana i nemethylovand DNA (viz Tabulka 17). Vzorek ¢. 10 byl z dalsi
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analyzy vyfazen z divodu nedostate¢ného obohaceni kontrolni methylované DNA ve frakci methylové

DNA.

Tabulka 17: Zastoupeni methylované a nemethylované kontrolni DNA ve frakci nemethylované DNA,

1x Wash a methylované DNA vV jednotlivych vzorcich

Frakce nemethylované DNA Frakce 1x Wash Buffer Frakce methylované DNA
Podil z celkového poctu Podil z celkového poctu Podil z celkového poctu
Vzorek | detekovanych kopii spike-in DNA | detekovanych kopii spike-in DNA | detekovanych kopii spike-in DNA
kontroly kontroly kontroly
NM M NM M NM M
1 98,1% 1,9% 43,7% 56,3% 0,3% 99,7%
2 93,3% 6,7% 30,1% 69,9% 0,1% 99,9%
3 88,8% 11,2% 20,6% 79,4% 0,1% 99,9%
4 94,4% 5,6% 50,0% 50,0% 0,1% 99,9%
5 96,5% 3,5% 29,1% 70,9% 0,1% 99,9%
6 93,9% 6,1% 26,9% 73,1% 0,2% 99,8%
7 93,8% 6,2% 18,1% 81,9% 0,1% 99,9%
8 95,2% 4,8% 25,0% 75,0% 0,0% 100,0%
9 94,4% 5,6% 40,9% 59,1% 0,2% 99,8%
10 96,0% 4,0% 90,4% 9,6% 75,8% 24,2%
11 80,2% 19,8% 2,5% 97,5% 0,0% 100,0%
12 79,9% 20,1% 3,6% 96,4% 0,0% 100,0%
13 92,2% 7,8% 5,9% 94,1% 0,1% 99,9%
14 83,1% 16,9% 4,0% 96,0% 0,0% 100,0%
15 87,0% 13,0% 2,1% 97,9% 0,0% 100,0%
16 95,3% 4,7% 8,8% 91,2% 0,0% 100,0%
17 89,7% 10,3% 5,0% 95,0% 0,0% 100,0%
18 96,9% 3,1% 47,5% 52,5% 0,1% 99,9%
19 93,6% 6,4% 7,5% 92,5% 0,1% 99,9%
19b 87,2% 12,8% 11,7% 88,3% 0,1% 99,9%
20 98,6% 1,4% 56,9% 43,1% 0,2% 99,8%
21 84,6% 15,4% 1,7% 98,3% 0,1% 99,9%
22 91,7% 8,3% 7,4% 92,6% 0,0% 100,0%
23 95,8% 4,2% 47,5% 52,5% 0,1% 99,9%
24 92,6% 7,4% 19,5% 80,5% 0,1% 99,9%
26 95,1% 4,9% 34,5% 65,5% 0,1% 99,9%
27 94,7% 5,3% 29,6% 70,4% 0,1% 99,9%
28 99,2% 0,8% 69,6% 30,4% 0,4% 99,6%
29 95,9% 4,1% 29,5% 70,5% 0,2% 99,8%
30 97,0% 3,0% 48,1% 51,9% 0,1% 99,9%
31 96,8% 3.2% 31,9% 68,1% 0,1% 99,9%
Legenda: vzorky ¢&. 1-15 = skupina pacientd non-respondenti; vzorky ¢&. 16-31 = skupina pacientd respondenti;

NM = nemethylovana spike-in DNA kontrola; M = methylovana spike-in DNA kontrola
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Ze vzorkl s obohacenymi methylovanymi fragmenty DNA byly nasledné ptipraveny knihovny pomoci
postupu a reagencii kitu QIAseq™ Ultralow Input Library Kit (QIAGEN). Pro dalsi analyzu byly vzorky
rozdéleny do tfech skupin vzdy po deseti vzorcich a pripravené knihovny byly osekvenovany na pfistroji
HiSeq 2500 pomoci kittt HiSeq Rapid SBS Kit (Illumina) a Hiseq Rapid SR Cluster Kit v2 (lllumina),
1 x 50 bp. Pro zobrazeni pribéhu a kvality sekvenovani jsou dale uvedeny informace o sekvena¢nim

be&hu knihovny 3 (vzorky €. 6, 7, 8, 9, 26, 27, 28, 29, 30, 31).

Statistické pfitazeni identifikovanych ¢teni K jednotlivym vzorkam, ktera prosla internim filtrem kvality
(PF; Passing Filter), je zobrazeno na Obrazku 19. Z udaju uvedenych na obrazku lze vidét, ze vzorky
dosahuji pfiblizn€ stejné hodnoty PF. Z toho vyplyva, ze prubeh sekvenovani byl u vSech vzorka
obdobny, pfi¢emz mizeme predpokladat, ze béhem né&j nedochazelo ke vzniku artefakti.

12.00

% Reads Identified (PF)

[X]
=

Index Number

Obrazek 19: Identifikovana ¢teni u jednotlivych vzorkd knihovny 3 na draze ¢. 1 reakéni pritokové
komuirky.

Legenda: Index number = ¢islo indexu piifazeného ke kazdému vzorku (Index 1 = vzorek &. 6, Index 2 = vzorek €. 7, Index 3
= vzorek ¢. 8, Index 4 = vzorek ¢. 9, Index 5 = vzorek €. 26, Index 6 = vzorek ¢. 27, Index 7 = vzorek ¢. 28, Index 8 = vzorek
¢. 29, Index 9 = vzorek €. 30, Index 10 = vzorek ¢. 31); % Reads Identified (PF) = procento ¢teni mapovanych k jednotlivym
vzorkiim, ktera prosla vnitinim filtrem kvality (PF) (draha ¢. 1 na reakéni pratokové komirce)

Informace o hodnotach parametri sekvenovani knihovny 3 vypovidajici o jeho kvalité a vykonnosti jsou
uvedeny v Tabulce 18. Béhem sekvena¢niho béhu bylo osekvenovani 67 bazi (zapocitany sekvence
indext 2 x 8 bazi). Na kazdé draze bylo na plose o velikosti 1 mm? vytvofeno piiblizng 100 000 Kklastri,
pticemz v obou ptipadech asi 93 % klastri proSlo vnitinim filtrem kvality. Na draze ¢. 1 bylo
vygenerovano 186 491 600 ¢teni, piicemz 173 076 176 ¢teni proslo vnitinim filtrem kvality. Na draze
¢. 2 bylo celkem vyprodukovano 189 863 808 cteni a filtrem kvality proslo 173 773 072 ¢teni. Z téchto
¢teni piblizn€ 96,2 % mélo hodnotu kvality vyssi nez 30. Celkovy vytézek sekvenovani po zapocitani
sekvenci obou indexti byl 22,33 Gb. V pfipadé, ze béhem sekvenovani dalSich knihoven nebylo
dosazeno hustoty klastri minimaln€ 100 000/1 mm? byly vzorky dosekvenovany v dal$im

sekvenacnim béhu. Poté byla data z té€chto sekvenovani v rdmci vzorku sloucena.
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Tabulka 18: Vystupni hodnoty ze sekvenovani knihovny 3

Pocet eyklit | S50 | atr PE | Celkovy potet | Poet ten Ll
Driha (‘;ﬁz dzyxy)“ Klastri f?f)/or) P | TR ™ | % 2Q30 | vytesek
(K/mm2) [Gb]
67 100799 |9297+1,85| 186491600 [173076176| 9629 | .
67 1025+97 [92,74+1,81| 189863808 |175773072| 96,22 ‘

Legenda: Pocet cyklii = podet osekvenovanych bazi (i s indexy 2 x 8 bazi); Hustota klastri = pocet klastrii na plose 1 mm?; K
=1 000; Klastr PF = pocet klastrQ, které prosly vnitinim filtrem kvality (PF) (uvedeno v procentech); Celkovy pocet ¢teni =
pocet ¢teni vygenerovanych na jedné draze reakéni pritokové komurky; Pocet ¢teni PF = Cteni, ktera prosla vnitinim filtrem
kvality (PF); % > Q30 = ¢&teni, které maji hodnotu kvalitu vyssi nez 30 (nezahrnuty hodnoty kvality ¢teni sekvenci indext);

Celkovy vytézek = pocet osekvenovanych bazi (zahrnuty i sekvence indexi)
10.2 Analyza a anotace dat z Methyl Capture sekvenovani

Pro data vyprodukovana sekvenovanim ve formatu FASTQ byl v programu BWA proveden alignment
k referenénimu genomu (GRCh37/hgl19) a vzniklé SAM soubory byly ptfevedeny do formatu BAM
(program SAMtools). Ziskana data byla v ramci skupiny spojena do jednoho souboru (N/R) a pro
vzniklé dvé skupiny byl proveden v programu MACS2 peak calling, kde byly analyzované skupiny
a jejich methyla¢ni profily porovnany mezi sebou (skupina respondenti vs skupina non-respondenti
anaopak). Rozdily v methylaci byly analyzovany na zaklad¢ odliSnosti v poétu ¢éteni pfifazenych
k danym oblastem. Timto zpisobem byly diferencialné methylované regiony identifikovany jako piky
zobrazujici ¢teni pfifazend k dané oblasti v genomu, ve zkoumané skupiné oproti skupiné druhé,

a ziskany informace o jejich presné poloze v genomu.

V analyze skupiny N vi¢i skupiné R bylo vygenerovano 63 427 hypermethylovanych oblasti
(hypermethylace ve skupiné N), v analyze skupiny R vs skupiné N bylo identifikovano
43 437 hypermethylovanych oblasti ve skupiné R (viz Tabulka 19).

Tabulka 19: Pocet pikti vygenerovanych v programu MACS2 pomoci funkce peak calling pfi porovnani

methylaénich profilt mezi skupinami s parametrem g-value cutoff 0,001

2 ; Pocet piki
Analyza peak calling ve vzorku
Skupina N vs skupina R
. . 63 427
(non-respondenti vs respondenti)
Skupina R vs skupina N
. . 43 437
(respondenti vs non-respondenti)

Informace o identifikaci vzorki a klicovych parametrech provedené analyzy uvedené v hlavickové ¢asti

vystupniho souboru z programu MACS2 jsou zobrazeny v Tabulce 20.
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Tabulka 20: Hlavicka vystupniho souboru z programu MACS2 — analyza skupiny non-respondenti (N)

vici skuping respondenti (R)

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

# name = sk1_vs_sk2odp_q0001

# format = BAM

# ChlP-seq file = sk1_sort.bam

# control file = sk2-odp_sort.bam

# effective genome size = 2.70e+09

# band width = 300

# model fold = 10,30

# qvalue cutoff = 1.00e-03

# 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 53 bps

# total tags in treatment: 349283547

# tags after filtering in treatment: 251664672

# maximum duplicate tags at the same position in treatment = 4
# Redundant rate in treatment: 0.28

# total tags in control: 492176306

# tags after filtering in control: 370768515

# maximum duplicate tags at the same position in control = 4

# Redundant rate in control: 0.25

#d=63

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 genome size = velikost

genomu po odstranéni repetitivnich elementli; bandwidth = velikost fragmentt DNA po sonikaci; model fold

parametr definujici charakteristiku piku; total tags = pocet Cteni; tag size = velikost &teni; q-value cutoff
hodnoty g-value (-log10), které jsou z analyzy vyfazeny; redundant rate = ¢ast &teni, ktera jsou nadbyteéna a proto vyfazena
z analyzy

V Tabulce 21 jsou uvedena ¢aste¢na data ziskana prostfednictvim funkce peak calling v programu
MACS2. Byla vybrana data prvnich péti zdznami z vystupniho souboru analyzy porovnani
methyla¢nich profilt skupiny N vici skupiné R, kde R slouzila jako kontrola, vici které byly detekovany
rozdily v methylaci. V tabulce jsou uvedeny informace o poloze piku na chromozomu (chromosome,
start, end), délce piku (length) a misté, kde se nachdzi nejvyssi bod piku (abs summit, bod s nevyssim
poctem piifazenych ¢teni v ramci piku). Déale je uvedena hodnota pileup, kterd udava pocet cteni
ptitazenych k identifikované methylované oblasti, a fold enrichment, ktera charakterizuje obohaceni
methylace v analyzované skupiné oproti skupiné kontrolni. Se zvySujici se hodnotou pileup roste
i vyznamnost piku. P-value a ¢-value jsou statistické hodnoty, které udavaji miru vérohodnosti

detekovanych piku, pfi¢emz hodnota g roste se zvySujici se hodnotou p.
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Tabulka 21: Caste¢ny vystup porovnani methylaénich profili skupiny non-respondenti (N) vici
skuping respondenti (R) z programu MACS2

Chromosome | Start End Length | Abssummit | Pileup | p-value | Fold enrichment | g-value
chrl 129622 | 129684 63 129656 38 6,8 2,54 4,37
chrl 170959 | 171027 69 171015 69 8,41 2,16 5,74
chrl 249509 | 249573 65 249530 91 8,74 1,97 6,02
chrl 415156 | 415237 82 415179 30 10,98 4,42 7,97
chrl 564694 | 564803 110 564731 399 16,62 1,57 12,96

Legenda: Chromosome = chromozom; Start = misto pocatku piku; End = misto konce piku; Length = délka
piku; Abs summit = misto, ve kterém se nachazi nejvy$si bod piku; Pileup = pocet detekovanych cteni
ptitazenych k jedné oblasti DNA; p-value = mira statistické vérohodnosti detekovanych pikl; Fold enrichment =
bohaceni methylace dané oblasti DNA oproti DNA v kontrolni experimentdlni skuping; g-value = mira
statistické vérohodnosti detekovanych pikl

Hypermethylované oblasti byly nasledn¢ anotovany, pfi¢emz dané oblasti byly pfitazeny k nejblize
umisténym gendm a byl doplnén nazev a zkratka genu. Dale byla stanovena piesna poloha piku v ramci
sktruktury genu (pied genem, uvniti genu). Anotace dale obsahuje informace o poloze transkripéniho
pocatku, transkripéniho konce a start kodonu ptislusného genu, absolutni vzdalenost okraje piku od
prvni baze v sekvenci transkripéniho po¢atku nebo transkripéniho konce v zavislosti na orientaci vlakna
DNA. Gen lezici na vlakné s orientaci ,,+“ ma misto zacatku transkripce v mist¢ oznaceném jako
Tx start. Naopak gen, ktery lezi na opa¢né orientovaném vlakné (,,-), ma redlné pocatek transkripce

V misté ozna¢eném jako Tx end.

Pro dalsi anotaci detekovanych pikti byly ziskany koordinaty vyznacujici cilovou sekvenci o velikosti
500 bp se sttedem v peak summit, bod¢ s nejvyssim poctem pfifazenych ¢teni v ramci piku (250 bp
upstream a 250 bp downstream). Celkova vzdalenost 500 bp byla vybrana na zakladé udajt o délce CpG
ostrovu (Takai et Jones; 2002; Han et Zhao; 2009). Pomoci programu Bedtools byly vygenerovany pocty
methylovanych ¢teni v jednotlivych vzorcich pro vyse identifikované oblasti. Tyto pocty ¢teni byly
normalizovany S ohledem na velikost jednotlivych BAM souborii, aby se vykompenzoval vliv niz§iho

prosekvenovani nékterych vzorkd.

Tyto koordinaty byly taktéz pouzity pro stanoveni poc¢tu CpG dinukleotidii ve vyznacenych sekvencich
DNA.

V dalsim kroku byla tato anotovana a normalizovana data statisticky zpracovana Mgr. Janou Vrbkovou,
Ph.D. Pro kazdou oblast byla z po¢tu ¢teni v dané oblasti stanovena hodnota cutpointu (pocet ¢teni),
odlisujici pacienty dale ozna¢ované jako v dané oblasti methylované od nemethylovanych a jejich pocty
(cut-off high = pocet pozorovani vyssich neZ cutpoint a cut-off low = pocet pozorovani nizsi nebo roven
cutpointu). Dale byly stanoveny hodnoty logrank statistiky, p-value a FC (podil mediant skupiny cut-
off high ku cut-off low).
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Pro analyzu methylomu studovanych skupin pacienti byla zvolena nasledujici kritéria pro filtraci

ziskanych vysledki.

e  Absolutni vzdalenost okraje methylované oblasti od prvni baze transkripcniho pocatku je mensi
nebo rovna 2 500 bp (Ma et Dinesh-Kumar, 2017).

e Oblasti naleZici ke strukturnim gentim, ozna¢ovanym podle RefSeq kategorii jako NM.

e Byly vybrany oblasti lokalizované pied genem, protoZe to jsou oblasti, kde se miize methylace
projevit na promotoru.

e P-value je mensi nebo rovna 0,05, coz poskytuje vysledky s 95% jistotou spravnosti.

e Hodnota FC je vétsi nebo rovna 5, coz predstavuje petinasobné zvySeni methylace ve zkoumané
skupiné oproti skupin€ druhé.

e Pocet CpG mist je vétsi nebo roven 25 u analyzy hypermethylace respondenti (peak calling
skupiny R vs skupiny N) a vétsi nebo roven 9 u analyzy hypomethylace respondentt (peak
calling skupiny N vs skupiny R). Tyto hodnoty byly stanoveny na zakladé rozloZeni po¢tu CpG
mist v diferencialné methylovanych regionech (viz Graf 1). U hypermethylovanych
i hypomethylovanych oblasti byla hodnota filtru nastavena tak, aby ziistala alespon 1/3 regiont
(36,8% a 37,6 %) s nejvyssim poctem CpG.

Graf 1: Rozlozeni po¢tu CpG mist v diferencialné methylovanych regionech
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10.2.1 Hypermethylace ve skupiné non-respondenti (N)

S vyuzitim vyse uvedenych filtra¢nich kritérii bylo ziskano 24 genti hypermethylovanych ve skupiné N
(hypomethylovanych ve skupiné R) (viz Tabulka 22). Vzhledem k nizkému poctu genti nebylo mozné

provést analyzu genové ontologie v programu DAVID, a proto byly v§echny podrobeny literarni resersi.

Tabulka 22: Geny hypermethylované ve skupiné non-respondenti (N) vybrané pro literarni reSersi

Geny hypermethylované ve skupiné non-respondenti (N)

ATP12A DUSP21 LAMP1 NPY5R  TIMM50

ATXN1L HK2 MRPL38  PLA2G10 ZDHHC9
CAV2 ISM2 MTRNR2L8 RNF126  ZNF483

CYP4X1 KIF16B NGFRAP1 SMIM9 ZNF98
DDIT4 KSR2 NOMO1 SMTN

Legenda: ATP12A = ATPase H+/K+ Transporting Non-Gastric Alpha2 Subunit; ATXN1L = Ataxin 1 Like; CAV2 =
Caveolin 2; CYP4X1 = Cytochrome P450 Family 4 Subfamily X Member 1; DDIT4 = DNA Damage Inducible Transcript 4;
DUSP21 = Dual Specificity Phosphatase 21; HK2 = Hexokinase 2; ISM2 = Isthmin 2; KIF16B = Kinesin Family Member 16B;
KSR2 = Kinase Suppressor of Ras 2; LAMP1 = Lysosomal-Associated Membrane Protein 1; MRPL38 = Mitochondrial
Ribosomal Protein L38; MTRNR2L8 = MT-RNR2-Like 8; NGFRAP1 = Nerve Growth Factor Receptor-Associated Protein 1;
NOMO1 = NODAL Modulator 1; NPY5R = Neuropeptide Y Receptor Y5; PLA2G10 = Phospholipase A2 Group X; RNF126
= Ring Finger Protein 126; SMIM9 = Small Integral Membrane Protein 9; SMTN = Smoothelin; TIMMS50 = Translocase of
Inner Mitochondrial Membrane 50; ZDHHC9 = Zinc Finger DHHC-Type Containing 9; ZNF483/98 = Zinc Finger Protein
483/98

U téchto genid bylo posuzovano, zdali jejich mechanismus U¢inku umoznuje zasahovat do procesu
angiogeneze a mechanismu ucinku bevacizumabu. Byly pouzity dostupné literarni zdroje (naptiklad
Morrow et al., 2007; Tong et al., 2011). Na zakladé¢ ziskanych informaci byl vytipovan 1 gen (ATXNL1L;
Ataxin 1 Like), hypermethylovany ve skupiné N, ktery by mohl mit roli ve vzniku rezistence pacienti
s CRC vici 1écbe bevacizumabem. U genu ATXNIL byla zjisténa aktivita souvisejici s antiangiogenni

drahou, proto je predpokladano, ze pii jeho vypnuti v disledku hypermethylace promotorové oblasti je

tato antiangiogenni aktivita potlacena a i ptes podani bevacizumabu tvorba novych kapilar probiha.
10.2.2 Hypermethylace ve skupiné respondenti (R)

S vyuzitim vySe uvedenych filtranich kritérii bylo ziskano 299 oblasti hypermethylovanych ve skupiné
R respondenti (hypomethylovanych ve skupiné N), které byly anotovany k pfisluSnym gentm.
K nekterym genim bylo v nékterych ptipadech pfifazeno nékolik oblasti. Pro dané geny byly
analyzovany jejich molekularni (MF) a biologické funkce (BP) pomoci programu na stanoveni

genovych ontologii DAVID.

Analyzou bylo vygenerovano 62 statisticky vyznamné obohacenych skupin biologickych funkci
a 16 skupin molekularnich funkci. Celkem 100 genti nebylo na zékladé¢ své funkce zatfazeno ani do jedné

skupiny. Pro literarni reSer$i byly vybrany geny spadajici do alespoii jedné z nasledujicich skupin:
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BP: Draha neuropeptidové signalizace (BP1); Regulace transkripce (BP2); Transkripce (BP3);
Negativni regulace transkripce z promotoru RNA polymerazy 11 (BP4); Regulace déleni kmenovych
bunék (BP5); Pozitivni regulace transkripce z promotoru RNA polymerazy II (BP6); Regulace
proliferace endotelialnich buné¢k (BP7); Vyvoj embrya (BP8), Signalizace zprostiedkovana cAMP
(BP9); Vyvoj krevnich cév (BP10); Organizace kolagenovych vlaken (BP11); Glycinergni pienos
synaptického signalu (BP12); Transport neurotransmitera (BP13)

MF:  Aktivita transkripénich  faktort  (MF1);  Aktivita rastovych faktorut  (MF2);
Neurotransmitery: Aktivita sodikového symportu (MF3)

Byly vybirany vySe uvedené skupiny, které mohou funkéné zasahovat do vyvoje cév a s tim spojené
rezistence nadorovych bunék vici antiangiogenni 1éc¢be, skupiny funkén€ souvisejici s procesem
angiogeneze a stavby krevnich cév. Vyvoj cév mlize byt ovliviiovan také neuropeptidy a neuralni
signalizaci, proto byly vybrany i tyto souvisejici skupiny. Rizné transkripéni a ristové faktory jsou
znamymi Ciniteli signalnich drah podilejicich se na riznych funkcich vyvoje a pteziti nadoru a tedy
ovlivigjicich prognézu. Skupiny funkéné souvisejici s vyvojem plodu byly vybrany kvili zndmému

zapojeni mnoha embryonalnich genti do postnatalniho vyvoje rakovinnych bunék.

Na zaklad¢é vybéru téchto funkénich skupin bylo pro literarni reSer$i vybrano 81 gent, které byly

soucasti téchto skupin (viz Tabulka 23).

Tabulka 23: Geny hypermethylované ve skuping respondenti (R) vybrané pro literarni resersi

Geny hypermethylované ve skupiné respondenti (R)
ADCYg 8% DRGX BP2 EP3 IRX6 B°2 POU3F2 B%. MFL SOHLH1 87
ADCYAP1 BP1, BP6, BP9 EBF3 BP2, BP3, BP6 LEP BP4, BP7, MF2 POU4F3 BP6, MF1 SOX11 BP4, BP6, MF1
ALDH1A2 BP7, BP10 ECEL1 BP1 LHX1 BP2, MF1 PRDM12 BP2, BP3 SOX17 BP2, BP4, BP5, BF6
ANKRD30A BP2, MF1 EN1 BP4, BP6 LMX1B BP2, BP3, BP6, MF1 PRDM14 BP3, BP4 SOX7 BP3, MF1
ASCL1 BP3, BP4, BP6, MF1 FEZF2 BP4, BP6 LRRFIP1 BP2, BP3 PRDM6 BP3 SP9 BP2, BP3
ASCL5 BP3, MF1 FGF3 MF2 MAFB BP6 PTF1A BP2, BP6, BP8 TBX18 BP2, BP4, BP5
BDNF MF2 FGF5 MF2 MDF BP4. 8% RIMS2 BP9 TCF24 BP2 873
BHLHE23 BP2 BP3,BP6 FOXI2 B°3 MED12L BP3.BP6 RIPPLY2 8P4 UTS2R BP1
BHMG1 BP2 BP3 GBX?2 BP2, BP6, MF1 NCOAB BP2, BP3 RUNX1T1 BP3. MF1 VAX] BP3,BP4
CDX2 BP2, BP4, BP10, MF1 GDF6 MF2 NKX6-2 BP2, BP4, MF1 SEMA4D BP4 VSX1 BP2, BP3, MF1
CELF4 BP8 GLRA1 BP1, BP12 NPFFR1 BP1 SFRP2 BP5, BP6, BP11 ZIK1 BP2, BP3, MF1
COL14A1 BP11 HELT BP2, BP3, BP4, BP6 NPY4R BP1 SIM1 BP3, MF1 ZNF256 BP3, MF1
COL5A1 BP10, BP11 HMX2 BP2, BP3 NXPH2 BP1 SIM2 BP2, BP3, BP4, MF1 ZNF354C BP2, BP3, MF1
CTBP2 BP3, BP4, BP6 HMX3 BP2, BP3 OLIG1 BP2, BP3 SLC6A11 BP13, MF3 ZNF471 BP2, BP3, MF1
CXCL12 MF2 HOXD10 BP3. BP6, MF1 OTP BP2 BP3 SLCB6A15 BP13, MF3 ZNF595 BP2, BP3, MF1
DMRTA2 BP2, MF1 IRX1 BP2, MF PCGE3 BP2, BP3 SLC6A5 BP12, BP13, MF3 ZNF74 BP2, BP3, MF1
ZNF80 B2

Legenda: Draha neuropeptidové signalizace (BP1); Regulace transkripce (BP2); Transkripce (BP3); Negativni regulace
transkripce z promotoru RNA polymerazy I1 (BP4); Regulace déleni kmenovych bunék (BP5); Pozitivni regulace transkripce
z promotoru RNA polymerazy II (BP6); Regulace proliferace endotelidlnich bunék (BP7); Vyvoj embrya (BP8), Signalizace
zprostfedkovana cAMP (BP9); Vyvoj krevnich cév (BP10); Organizace kolagenovych vlaken (BP11); Glycinergni pfenos
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synaptického signalu (BP12); Transport neurotransmiterii (BP13); Aktivita transkripénich faktord (MF1); Aktivita riistovych
faktorti (MF2); Neurotransmitery: Aktivita sodikového symportu (MF3)

U téchto genti bylo posuzovano, zda jejich mechanismus ucinku umoziiuje zasahovat do procesu
angiogeneze a mechanismu u¢inku bevacizumabu. Byly pouzity dostupné literarni zdroje (napt. Bachar-
Dahan et al., 2006; Banki et al., 2015; Barret et al., 2012; Basile et al., 2004; Basile et al., 2006; Bergers
et al., 2010; Bhati et al., 2008; Carino et al., 2008; Castro et al., 2006; Collado et al., 2004; Conrotto et
al., 2005; Corada et al., 2013; Courtwright et al., 2009; Diebold et al., 2012; Dieterich et al., 2015;
Dormoy et al., 2009; Dormoy et al., 2010; Federico et al., 2014; Gaetano et al., 2001; Giordano et al.,
1996; Gonzalez et al., 2006; Gonzalez et Leavis, 2001; Hoffmann et al., 2007; Horvath et al., 2014; Ito
et al., 2007; Jeong et al., 2017; Jiang et al., 2016; Kim et al., 2016; Kim et al., 2017; Koblizek et al.,
1998; Koltowska et al., 2015; Liao et al., 2017; Lilly et al., 2017; Lux et al., 2006; Ma et al., 2012;
Moody et al., 2002; Napp et al., 2012; NCBI, 1998; Oon et al., 2017; Paauwe et al., 2015; Park et al.,
2001; Roukens, 2010; Saito et al., 2007; Salvucci et al., 2002; Saxena et al., 2007; Seo et al., 2016;
Schiiller et al., 2007; Sorensen et al., 2009; Spinazzi et al., 2006; Subedee, 2015; Tachibana et al., 1998;
Taniguchi et al., 2017; Toyama et al., 2017; Wenstrup et al., 2000; Wong et al., 2017; Wong et al.,
2017; Wu et al., 2014; Xu et al., 2009; Xu et al., 2015; Yang et al., 2013; Zaichuk et al., 2004; Zhang
et al., 2008; Zhou et al., 2011; Zhou et al., 2013 a dalsi).

Na zéklad¢ ziskanych informaci bylo vytipovano 20 gend, jejichz aktivita by mohla mit roli pfi
navozovani rezistence vic¢i bevacizumabu u pacientd s CRC (viz Tabulka 24). U téchto gent byla
zjisténa aktivita souvisejici s proangiogenni drahou nebo byla vypozorovana piima souvislost
s procesem tvorby kapilar, nicméné jesté nebyl popsan mechanismus jejich u¢inku. Z tohoto divodu je
predpokladano, Ze pii jejich umlceni téchto geni v dlisledku hypermethylace promotorové oblasti je tato

proangiogenni aktivita vypnuta a ucinek bevacizumabu mtize byt uplatnén.

Tabulka 24: Seznam vytipovanych gent hypermethylovanych ve skupiné respondenti (R)

s pravdépodobnou funkci v navozovani funkei viici bevacizumabu u pacient s CRC

Geny
ADCYAP1 | CXCL12| MAFB | SFRP2
ALDH1A2 EN1 POU3F2 | SOX17
ASCL1 FGF5 | PRDM14 | SOX7
COL5AL LEP RUNX1T1 | TBX18
CTBP2 LHX1 | SEMA4D | UTS2R

Legenda: ADCYAP1 = Adenylate Cyclase Activating Polypeptide 1; ALDH1A2 = Aldehyde Dehydrogenase 1 Family Member
A2; ASCL1 = Achaete-Scute Family BHLH Transcription Factor 1; COL5A1 = Collagen Type V Alpha 1 Chain; CTBP2 =
C-Terminal Binding Protein 2; CXCL12 = C-X-C Motif Chemokine Ligand 12; EN1 = Homeobox Protein Engrailed 1; FGF5
= Fibroblast Growth Factor 5; LEP = Leptin; LHX1 = LIM Homeobox 1; MAFB = MAF BZIP Transcription Factor B;
POU3F2 = POU Class 3 Homeobox 2; PRDM14 = PR/SET Domain 14; RUNX1T1 = RUNX1 Translocation Partner 1;
SEMA4D = Semaphorin 4D; SFRP2 = Secreted Frizzled Related Protein 2; SOX17 = SRY-Box 17; SOX7 = SRY-Box 7;
TBX18 = T-Box 18; UTS2R = Urotensin 2 Receptor
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Pro analyzované vzorky bylo vramci 20 gen ze skupiny R provedeno hierarchické klastrovani
v programu MeV, pficemz n€které geny jsou v analyze zastoupeny az tfikrat. To je zplisobeno tim, ze
Vv jejich blizkosti bylo detekovano vice methylovanych oblasti (piki). Na Obrazku 20 je vizualizovana
exprese danych genti v jednotlivych vzorcich, ktera byla odvozena z dat z Methyl Capture sekvenovani
(pocet Gteni mapovanych do dané oblasti). Cervena barva zobrazuje vyssi hladinu methylace, naopak

zelena barva zobrazuje spiSe demethylovany stav.

ADCYAPL
ALDHIAZ
ASCLL
COL5AL
CTEFPZ
CXCL1Z
EN1

FGF5

LEF

LHX1
MAFE
POUIFZ
PEDM14 a
FEDML4 b
FEDNL4
FUNXLTI
SEMA4D
SFREPZ
50%17
50X7_a
S0X7 b
TE¥1E
UTS2R

Obrazek 20: Hladina methylace (pocet ¢teni z Methyl Capture sekvenovani) v oblastech analyzovanych
gent hypermethylovanych ve skupiné R (zelena = nizka hladina methylace, ¢ervena = vysoka hladina

methylace)

Na Obrazku 21 je zobrazeno hierarchické klastrovani vzorkd skupiny N a R dle methylac¢niho profilu
20 analyzovanych genti hypermethylovanych ve skupiné R. Byla pouzita klastrovaci metoda
nejvzdalengjsiho souseda (Complete Linkage) a blokova vzdalenost (Manhattan). V levé ¢asti jsou
sefazeny vzorky, které vykazuji podobny methylovany profil, naopak do pravé casti klastrovaly vzorky,
které spise sdileji demethylovany stav. Nicméné taktéz doslo k oddéleni vzorkt €. 7, 24 a 31, které jsou
zatazeny vpravo. Tyto vzorky, prestoze jejich profil je v uréitych genech vyrazné methylovany, tak
klastruji ke vzorklim demethylovanym. Pfi porovnani se vzorky €. 13, 22, 17, které taktéz vykazuji

diferencialni methylaci v ramci analyzovanych gentl, 1ze pozorovat inverzi v tomto methylac¢nim stavu.
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Obrazek 21: Hierarchické klastrovani vzorkli skupiny N a R dle methyla¢niho profilu

20 analyzovanych genti hypermethylovanych ve skupiné R (zelend = nizka hladina methylace, cervena

= vysoka hladina methylace)

Bylo zjisténo, ze vramci téchto 20 genti doslo k obohaceni 4 funk¢nich skupin, které se lisi
mechanismem proangiogenni drahy, do které jsou zapojeny: (1) skupina induktorti angiogeneze, jejichz
aktivita ovliviiuje funkci VEGFA,; (2) induktory angiogeneze, jejichz aktivita je spojena s NOTCH
drahou; (3) induktory interleukini; (4) induktory metaloproteinaz (viz Tabulka 25).

Tabulka 25: Obohacené skupiny angiogennich drah

Induktory Induktory ) Indukto.ry° Induktory )
VEGFA NOTCH drihy ‘“ter('leli‘)k'““ meta(l'?/lp,\rﬂo;;emaz
ENI ASCL1 EN1 CTBP2
ADCYAP1 CTBP2 CTBP2 CXCL12
ASCL1 POU3F2 LEP LEP
CTBP2 PRDM14 PRDM14 LHX1
CXCL12 SOX17 PRDM14
LEP SEMA4D
RUNX1T1
TBX18
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10.3 Analyticka validace methylaéniho profilu oblasti geni SFRP2 a EN1 pomoci

bisulfitového sekvenovani

Geny SFRP2 a EN1 byly vybrany pro piedbéznou analytickou validaci s cilem detekovat methylaci
v analyzovanych oblastech pomoci bisulfitového sekvenovani a porovnat to se ziskanymi daty z Methyl
Capture sekvenovani. V obou piipadech se jednalo o geny hypermethylované ve skupiné R, respondenti.
Pro analyzované 500 bp useky DNA, ve kterych byla detekovana methylace, byly v programu
MethPrimer 2.0 navrzeny vzdy 3 pary primera (forward a reverse) pro bisulfitové sekvenovani: EN1_A,
EN1_B, EN1_C, SFRP2_A, SFRP2_B, SFRP2_C, tak aby byla tato oblast pokryta cela.

Na Obrazku 22 jsou zobrazeny oblasti genti SFRP2 a EN1, ve kterych byly navrzeny primery. V dolni
¢asti obrazku jsou zobrazena jednotliva CpG mista v dané oblasti, promotor, ¢ast genu a znamé CpG
ostrovy. Jednotliva ¢teni mapovana do téchto oblasti v ne¢kterych ptipadech tvofti piky velké az nékolik
stovek par bazi. Metoda Methyl Capture sekvenovani je celogenomova metoda, nicméné vykazuje

omezené rozliseni (100-200 bp).
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Obriazek 22: Detekovany methylovany region v oblasti genu SFRP2 (vlevo) a genu EN1 (vpravo)
(vizualizovano v programu IGV). Cervené jsou zobrazena sekvenaéni &teni vzorkd ¢. 1-15 skupiny
N (non-respondenti). Zelen¢ jsou zobrazena c¢tend sekvenacni ¢teni vzorkd €. 16-31 skupiny
R (respondenti). V dolni ¢asti jsou zobrazeny promotorové oblasti, CpG dinukleotidy a znamé CpG
ostrovy (CpG:112, CpG:43, CpG:22, CpG:20, CpG:41).

Pro vSechny pary primer byla provedena gradientovd PCR pro urceni optimalni teploty nasedani
primert (62 °C, 60 °C, 57 °C, 52,3 °C). V pripad¢ primerd EN1_A, EN1 C, SFRP2_A, SFRP2_B,
SFRP2 C byla optimalni teplota 60 °C. V ptipadé primert EN1 B byla pro amplifikaci optimalni
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teplota nasedani primertt 57 °C. V dalsim kroku byla pomoci téchto primerti provedena amplifikace
vzorku €. 6, 7,9, 11, 12, 13, 14, 16, 17, 19, 21, 22, 28 a 30 po bisulfitové konverzi. V piipad¢ primera
SFRP2_B nedoslo k amplifikaci produktu. Produkty amplifikace byly osekvenovany na piistroji MiSeq
(MiSeq Reagent Kit v3, 150 cyklu).

Sekvenacni data byla nasledn¢ Ing. Rastislavem Slavkovskym, Ph.D. zpracovana pomoci programu
Bismark, ve kterém byla sekvenacni ¢teni pfifazena k referen¢nimu genomu (GRCh37/hgl19). Takto
upravena data byla nasledné vizualizovana v programu SeqMonk, kde silné methylovana mista (CpG
mista s rozliSenim jedné baze) jsou zobrazena ¢ervené, naopak nizka hladina methylace je vizualizovana

zelené (viz Obrazek 23 az 28). Vyska piki znaci hloubku osekvenovani dané baze.

BK (bisulfitovana kontrola) a MK (methylovana kontrola) zna¢i pozitivni kontroly pouzité pro
hodnoceni pribéhu bisulfitového sekvenovani. V téchto piipadech lze u vSech amplikonii pozorovat
témet vysokou hladinu methylace (Cervena barva, silné methylované), coz znaéi spravny prubéh
amplifikace. Naopak v oblasti genu SFRP2 amplifikované pomoci primerid SFRP2 A se nenachazi
zadny signal u vzorkd €. 7, 9 a 12 (viz Obrazek 26 a 27), to je zptisobeno nedostatecnou amplifikaci
této oblasti. Nicméné¢ na zaddném obrazku kromeé Obrazku 23 neni vizualizovan velky rozdil
v methyla¢nim profilu mezi skupinami (intenzité pikll znazormnujici methylaci dané oblasti). Proto byla
v dal$im kroku provedena detailnéjs$i analyza, kde byla tato data pievedena na signal kvantifikujici

hladinu methylace jednotlivych oblasti (viz nize).
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Obrazek 23: Hladina methylace v oblasti genu EN1 amplifikované pomoci primert EN1_A (zelena =
nizka hladina methylace, ¢ervena = vysoka hladina methylace, BK a MK = pozitivni kontroly, 0sa X =

chromozomalni koordinaty)
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Obrazek 24: Hladina methylace v oblasti genu EN1 amplifikované pomoci primerd EN1_B (zelena =
nizka hladina methylace, ¢ervena = vysoka hladina methylace, BK a MK = pozitivni kontroly, 0sa X =

chromozomalni koordinaty)
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Obrazek 25: Hladina methylace v oblasti genu EN1 amplifikované pomoci primerd EN1_C (zelena =
nizka hladina methylace, ¢ervena = vysoka hladina methylace, BK a MK = pozitivni kontroly, osa X =

chromozomalni koordinaty)
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Obrazek 26: Hladina methylace v oblasti genu SFRP2 amplifikované pomoci primert SFRP2 A
(¢ast 1) (zelena = nizka hladina methylace, ¢ervena = vysoka hladina methylace, BK a MK = pozitivni

kontroly, osa x = chromozomalni koordinaty, NA = not available)
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Obriazek 27: Hladina methylace v oblasti genu SFRP2 amplifikované pomoci primert SFRP2 A
(¢ast 2) (zelena = nizka hladina methylace, ¢ervena = vysoka hladina methylace, BK a MK = pozitivni

kontroly, osa x = chromozomalni koordinaty, NA = not available)
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SFRP2_C
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Obrazek 28: Hladina methylace v oblasti genu SFRP2 amplifikované pomoci primerd SFRP2 C
(zelena = nizk4 hladina methylace, Cervena = vysoka hladina methylace, BK a MK = pozitivni kontroly,

o0sa X = chromozomalni koordinaty)

U vsech vzorkd byla provedena kvantifikace hladiny methylace v jednotlivych tsecich amplikonii
EN1_A, EN1 B, EN1_B 1, EN1 B_2, EN1_C, EN1_C_1, EN1_C_2, SFRP2_A, SFRP2_A 1,
SFRP2_A 2, SFRP2 C, SFRP2 C 1 a SFRP2_C 2. Hodnoty hladiny methylace v procentech
V jednotlivych vzorcich byly nasledné korelovany s poétem sekvenac¢nich ¢&teni z Methyl Capture
sekvenovani mapovanych do téchto oblasti, pficemz byly vytvofeny bodové grafy, do kterych byla
vloZena linearni spojnice trendu, a byla vypocitana hodnota korela¢niho koeficientu R (hodnota
spolehlivosti) (viz Tabulka 26). Jako nejvice spolehlivé se jevi vysledky methyla¢ni analyzy oblasti
EN1_AaEN1 C 2 (R je 0,56 a 0,61), pficemz korelace mezi vysledky Methyl Capture sekvenovani
(pocet mapovanych Cteni) a bisulfitového sekvenovani (stupeit methylace v procentech) téchto oblasti

jsou zobrazeny v Grafech 2 a 3.

Tabulka 26: Hodnoty korela¢niho koeficientu R

Analyzovana oblast genu EN1 | Hodnota R | Analyzovana oblast genu SFRP2 | Hodnota R
EN1_A 0,56 SFRP2_A 0,11
EN1 B 0,19 SFRP2_A_1 0,14
EN1 B_1 0,32 SFRP2_A_2 0,08
EN1 B_2 0,14 SFRP2_C 0,07
EN1 C 0,32 SFRP2_C_1 0,11
EN1 C 1 0,12 SFRP2_C_2 0,26
EN1_C_2 0,61
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Graf 2: Zavislost po¢tu sekvena¢nich ¢teni z Methyl Capture sekvenovani na hodnoté hladiny

methylace z bisulfitového sekvenovani v oblasti genu EN1 amplifikované pomoci primera EN1_A
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Graf 3: Zavislost po¢tu sekvenacnich ¢teni z Methyl Capture sekvenovani na hodnoté hladiny

methylace z bisulfitového sekvenovani v oblasti genu EN1 amplifikované pomoci primert EN1_C 2
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11 Diskuse

Bevacizumab je rekombinantni monoklonalni protilatka, kterd se vaze na molekulu VEGFA, a tak
zamezuje jeho vazbé na pfislusny receptor. Zamezeni indukce VEGFA signalizace tak zptisobuje
redukci tvorby kapilar. Bevacizumab v kombinaci s chemoterapii nebo jinou cilenou terapeutickou
latkou je velmi Casto pouzivan v klinické praxi u pacientd s pokrocilym stadiem CRC (Shord et al.,

2009).

Bevacizumab je prvni latka, kterd ovliviiuje pieZiti u pacientll s metastatickou formou CRC, pfi¢emz
dochazi ke zvyseni preziti o 30 % (Hurwitz et al., 2004). Bevacizumab inhibuje progresi nadoru vazbou
na VEGFA a blokaci jeho biologické aktivity, coz vede Kk potlaéeni angiogeneze
a nedostateCnému vyzivovani nadoru. Nicmén¢ u n¢kterych pacientd se vyvinula rezistence vici ucinku
bevacizumabu a neni u nich pozorovano zlepSeni a jejich télo je tak zbyte¢né zatézovano (Fischer et al.,
2007).

Predpokladad se, Ze po nasazeni 1é¢by bevacizumabem dochazi ke zvySeni exprese ostatnich
proangiogennich faktort, coz nakonec vede k selhani anti-VEGF terapie (Fischer et al., 2007). Z tohoto
dtvodu je cilem mnoha pracovist po celém svété identifikovat biomarker, ktery by dokazal predikovat
odpovéd’ na 1éEbu pomoci bevacizumabu a rozlisit tak pacienty, kteti by z této 1écby benefitovali od
téch, u kterych nemd zadny pozitivni efekt. Piestoze jiz byly identifikovany potencionalni biomarkery
jako je hladina VEGFA ¢i jeho receptoru (VEGFR) v plasmé (Cameron et al., 2013; Miles et al., 2017),
hladina exprese tkanového proteinu NRP1 (Neuropilin 1, koreceptor VEGFR), DLL4 (Delta-like 4),
transkrip¢niho faktoru HOXB9 (Homeobox 9) (Jubb et al., 2011; Van Cutsem et al., 2012; Oon et al.,
2017; Carbone et al., 2017) nebo piitomnost SNP v VEGFA (Schneider et al., 2009), efektivnost

zadného z nich nebyla zatim v klinické praxi prokazana.

Hypermethylace promotoru specifickych genll je zndmym mechanismem epigenetického umléeni
genové exprese a byl jiz nékolikrat identifikovan jako pfic¢ina vzniku rezistence nadorovych bunék vici
ucinku terapeutické latky. Piikladem je hypermethylace promotorové oblasti genu hMLH1 zpisobujici
resistenci rakovinnych bunék kolorekta vici 5-FU (Arnold et al., 2003). Z tohoto divodu je velmi
pravdépodobné, Ze specificky methylacni profil rakovinnych bunék a s tim spojené umlceni urcitych

gend ma vliv na efektivnost bevacizumabu u pacientti s CRC.

V této studii jsme se zaméfili na studium methylaéniho profilu rakovinnych bunék kolorekta
v souvislosti s identifikaci biomarkert odpovédi na 1é¢bu bevacizumabem. Pro celogenomovou analyzu
byla pouzita metoda Methyl Capture sekvenovani, pficemz bylo analyzovano 31 vzorkd (15 non-
respondenti N, 16 respondenti R). Analyzou sekvenacnich dat a jejich dal§im zpracovanim (statistika,
filtrovani, genova ontologie) bylo identifikovano 81 hypermethylovanych oblasti ve skupiné R a 24 ve

skupin¢ N. Jelikoz byla studie zaméfena na skupinu genti funkéné souvisejicich s procesem
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angiogeneze, byly tyto geny nasledné anotovany z hlediska jejich zapojeni do tohoto procesu, pficemz

bylo vytipovano 20 gend hypermethylovanych ve skupin€ R a 1 gen hypermethylovany ve skupiné N.

Ve skupiné N byla detekovana hypermethylace oblasti genu ATXNIL (Ataxin 1 Like). ATXNIL je
transkripéni faktor, ktery se stejn¢ jako jeho paralog ATXNI v neptitomnosti NOTCH intracelularni
domény (NICD) vaze na protein CBF1 (Recombination Signal Binding Protein For Immunoglobulin
Kappa J Region; RBPJ) a potlacuji jeho aktivitu, ktera byla asociovana s NOTCH signalni drahou (Tong
et al., 2011). Pti potlaceni CBF1 zprostiedkované regulace exprese V lidskych endotelialnich burikach
HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) pomoci proteinu RPMS1, bylo detekovano sniZeni
angiogeneze, ktera je vyvolana cyklickym zatéZovanim (cyclic strain), a inhibice exprese genti TIE1
(Tyrosine Kinase With Immunoglobulin Like And EGF Like Domains 1) a TIE2 (TEK Receptor
Tyrosine Kinase) (Morrow et al.,, 2007). V nedavné studii byl studovan vliv roli genu TIEL
V angiogenezi a tumorogenezi. Bylo zjisténo, ze delece TIE1 v endotelialnich bunkach vedla k inhibici
angiogeneze a potlaceni ristu nadoru. (Porta et al., 2018). SniZzenim exprese ATXNIL tak mozna
nedochazi k inhibici angiogenniho proteinu CBF1, coZz ma za nasledek tvorbu novych kapilar i pies

pusobeni antiangiogenni anti-VEGFA 1écby.

Bylo zjisténo, Ze v ramci 20 gent hypermethylovanych ve skupin€ R doslo k obohaceni ¢tyt funkénich
skupin, které se 1li§i mechanismem proangiogenni drahy, do které jsou zapojeny: (1) skupina induktord
angiogeneze, jejichz aktivita ovlivituje expresi VEGFA (EN1, ADCYAP1, ASCL1, CTBP2, CXCL12,
LEP, RUNX1T1, TBX18); (2) induktory angiogeneze, jejichz aktivita je spojena s NOTCH drahou
(ASCL1, CTBP2, POU3F2, PRDM14, SOX17); (3) induktory interleukini (EN1, CTBP2, LEP,
PRDM14); (4) induktory metaloproteinaz (CTBP2, CXCL12, LEP, LHX1, PRDM14, SEMAA4D).

Dale je popsan vztah detekovanych genti s procesem angiogeneze a molekularni interakce

s angiogennimi faktory.

Gen EN1 (Homeobox Protein Engrailed 1) kdduje protein obsahujici homeodoménu, kterym je obecné
ptisuzovana role v kontrole vyvoje organismu (NCBI, 1998). Analyzou genové exprese bunéénych linii
Triple negativniho nadoru prsu s potlacenou expresi EN1 bylo prokazano, ze EN1 reguluje geny
zapojené do angiogeneze, neurogeneze, interakci bunééné matrix a dalsi cilové ¢asti Wnt signalni drahy
(Subedee, 2015). B-katenin je jednim z hlavnich proteint zapojenych do Wnt signalni drahy, pficemz
signalizace Wnt/B-katenin indukuje proliferaci, pfeziti a expresi proangiogenniho proteinu IL8
(Interleukin 8) v lidskych endotelidlnich bunkach (Masckauchan et al., 2005; Bancroft et al., 2001).
Podle studie z roku 2006 na bunéénych liniich gen EN1 funguje jako nezavisly negativni regulator
transkrip¢ni aktivity f-kateninu (jeho umléeni pomoci siRNA stimuluje transkrip¢ni aktivitu B-kateninu)
(Bachar-Dahan et al., 2006). Na zaklad¢ téchto vysledku by se dalo pfedpokladat, ze gen EN1 plsobi
spise antiangiogennim zptisobem, nicméné pii analyze genové exprese v buitkach basal-like karcinomu

prsu se zvysenou expresi genu EN1 byly aktivovany drahy souvisejici s rezistenci vii¢i chemoterapii
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a zvySena transkripce zanétlivych faktort, zejména chemokint a jejich receptorti, které maji potencial
podporovat angiogenezi. Mezi geny s proangiogenni funkci se zvySenou hladinou exprese patii
naptiklad CXCL11 a CXCL6 (C-X-C Motif Ligand 11/6), IL23A (Interleukin 23 Subunit Alpha), IL8
a VEGFA (Beltran, 2014; Koo et al., 2017; Langowski et al., 2006; Toran et al., 2017; Bancroft et al.,
2001). Dale bylo zjisténo, ze po umlceni exprese genu EN1 dochazi k znacnému potlaceni transkripce
genu NLGN1 (Neuroligin 1), pficemz NLGNI1 je povazovan za kli¢ovy regulator v zahajeni
angiogenniho procesu (Subedee, 2015; Bottos et al., 2009; Samarelli et al., 2014).

ADCYAPL (Adenylate Cyclase Activating Polypeptide 1) je gen kodujici peptidy, které stimuluji
adenylat cyklazu a zvySuji hladinu cyklického adenosin fosfatu, coz ma za nasledek aktivaci transkripce
cilovych genu. Alternativni sestiih ADCYAP1 vede ke vzniku transkrip¢nich variant PACAP1-27
a PACAP1-38 (NCBI, 1998). Studie PACAP1-38 v souvislosti s angiogenezi v lidskych burnikach
trofoblastu ukazala, Ze potom co byly tyto buniky po dobu 24 hodin osetfovany PACAP1-38, doslo
Vv piipadé bunék HTR-8/SVneo ke snizeni sekrece angiogennich molekul jako jsou aktivin, angiogenin,
angiopoietin 1, EG-VEGF a endoglin. Tato data naznacuji, ze PACAP1-38 by mohl mit antiangiogenni
roli prostiednictvim modulace produkce riznych angiogennich faktort (Horvath et al., 2014). Naopak
Vv ptipad¢ varianty PACAP1-27 byla zjisténa proangiogenni funkce, kdy aplikace PACAP1-27 vedla ke
zvyseni exprese VEGF v bunkach rakoviny plic (Moody et al., 2002). Podobné PACAP1-27 vykazoval
schopnost zvySovat expresi VEGF v bunécné linii LNCaP odvozené od rakoviny prostaty (Collado et
al., 2004). Navic bylo zjisténo, ze zvySena exprese ADCYAP1 vede k indukci exprese genu VEGFR2
(Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2) ve starych cerebromikrovaskularnich endotelialnich
bunikach a potlaceni apoptdzy. Z téchto poznatkli vyplyva, ze interakce mezi autokrinnim PACAP-27
a VEGF signalizaci mize pravdépodobné piispivat k proangiogennimu a anti-apoptotickému efektu
ADCYAP1 (Banki et al., 2015).

Gen ASCL1 (Achaete-Scute Family BHLH Transcription Factor 1) koduje transkripéni faktor, ktery je
po dimerizaci s jinymi proteiny aktivovat transkripci cilovych gentt (NCBI, 1998). Mezi cilové geny
ASCL1 patii gen FOXM1 (Forkhead Box M1), ktery tidi ptechod G2 faze do M faze v ramci bunééného
cyklu (Schiiller et al., 2007) Vliv na gen FOXM1 vysvétluje proliferacni efekt genu ASCL1. FOXML1 je
ale také schopen aktivovat expresi VEGF a tim podporovat angiogenezi (Zhang et al., 2008). Dale
ASCL1 aktivuje transkripci NOTCH ligandu DLL1 (Delta-like 1), ktery je zapojen do procesu
angiogeneze, pticemz pii potlaceni exprese DLL1 byla taktéz inhibovana aktivace NOTCH drahy
interakce, coz vedlo ke snizeni exprese receptoru VEGFR2 a jeho koreceptoru NRP1 (Castro et al.,
2006; Sorensen et al., 2009).

Gen CTBP2 (C-terminal Binding Protein 2) produkuje pomoci alternativni transkripce dva rizné
proteiny. Jeden z nich je hlavni komponentou specializovaného druhu synapse (ribbon synapse), druhy
vystupuje jako transkripéni represor (NCBI, 1998). Protein CTBP2 je zodpovédny za udrzeni stabilni

struktury transkripéniho represoru TEL (Translocation ETS Leukaemia). Bylo zjisténo, ze u mysi
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deficientnich na produkty genu TEL nebo CTBP2 se vyskytovaly defekty angiogeneze ve Zloutkovém
vaku, pficemz u in vitro modeli na TEL deficientnich buné¢nych liniich HUVEC nedochazelo
k vytvofeni novych cév. TEL zprostfedkovava vétveni endotelii vazbou na CTBP2 za vzniku komplexu,
ktery docCasné oslabuje VEGF zprostiedkovanou expresi DLL4, ¢imZz spojuje VEGF a NOTCH
signalizaci. Naopak ztrata TEL nebo CTBP2 vedla ke zvyseni exprese DLL4, coz vede k inhibici vétveni
kapilar (Roukens, 2010).

Ptrestoze aktivita DLL4 je spojena s potlacenim vétveni kapilar, kde hraje roli antagonisty NOTCH
ligandu JAG1 (Jagged 1), ve studii z roku 2017 ukazali, ze nadorové burniky exprimujici DLL4 tvofily
sice mensi pocet kapilar, ale tyto cévy byly vétsi. Taktéz poukazali na to, ze DLL4 a JAG1 podnécuji
angiogenezi prostiednictvim odlisného mechanismu a spiSe na tvorbé kapilar spolupracuji. Kromé
funkce DLL4 na angiogenezi byla popsana role DLL4 a JAGI na vznik rezistence nddorovych bun¢k
vici bevacizumabu, kdy buiiky exprimujici vyssi hladiny endogenniho ligandu byly imunni vici anti-

VEGFA 1é¢bé (Oon et al., 2017).

Ve studii z roku 2017 byl sledovan vliv umléeni a posileni exprese CTBP2 na expresi genu v buiikach
v buitkdch rakoviny prostaty. Snizeni exprese CTBP2 vedlo ke sniZzeni exprese zejména genil
s angiogenni funkci FSHR (Follicle Stimulating Hormone Receptor), VEGFA, IL8, AT2R (Angiotensin
Type 2 Receptor), CCND1 (Cyclin D1) a MMP9 (Matrix Metalloproteinase 9) (Xuan et al., 2017; Stilley
etal., 2014; Xuaetal., 2017; Clere et al., 2010; Bancroft et al., 2001; Yasui et al., 2006; Christoffersson
et al., 2012). Nicméné CTBP taktéz vystupuje jako antagonista p-katenin/TCF aktivace (Kim et al.,
2017), ptiemz tvorba komplexu B-katenin/TCF pozitivné reguluje transkripci proangiogennich gent
(IL8, VEGFA) (Lévy et al., 2002; Skurk et al., 2005).

Gen CXCL12 (C-X-C Motif Chemokine 12) koduje protein SDF1 (Stromal Cell-Derived Alpha
Chemokine), ktery funguje jako ligand pro receptor CXCR4 (Chemokine C-X-C Motif Receptor 4) a ma
dilezitou roli v riznych bunéénych procesech, jako jsou embryogeneze, reakce na zanét, tkanova
homeostaze, rist nadoru a vznik metastazi. Je to jediny chemokin, ktery je nutny k pieziti, a bylo
prokazano, ze mysi deficitni na CXCR4 nebo CXCL12 umiraji perinatdlné s defekty ve vyvoji
vaskularni soustavy (obzvlasté v gastrointestinalnim traktu) (NCBI, 1998; Tachibana et al., 1998).
Signalni draha CXCL12/CXCR4 je dllezitym mediatorem VEGF indukované angiogeneze, pficemz
blokace CXCL12 nebo CXCR4 vede k inhibici VEGF a FGF indukované morfogeneze endotelialnich
bungk (Salvucci et al., 2002; Salcedo et al., 2003). Ve studii na bunécné linii CRC bylo zjisténo, ze
v bunikdch CRC dochazi k inverzni expresi CXCL12 a CXCR4, kdy exprese genu pro CXCR4 je zvysena
a naopak CXCL12 je velmi nizka nebo nedekovatelna. CXCL12 aktivuje MMP9, jejichz proangiogenni
funkce byla sledovana na modelu pankreatickych ostrivki, kde MMP9 indukovala uvolnéni VEGF
faktord z téchto ostravki (Brand et al., 2005; Bergers et al., 2010). Tyto signaly indukované pomoci

CXCL12 zprostiedkovavaji okamzitou reorganizaci aktinového cytoskeletu, coz vede ke zvySeni
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migrace rakovinnych bunék. Navic bylo zjisténo, ze CXCLI12 zvySuje expresi VEGF faktoru
a proliferaci bunék CRC (Brand et al., 2005).

Gen RUNX1T1 (RUNX1 Translocation Partner 1; MTG8) koduje myeloidni transloka¢ni protein, ktery
interaguje s DNA-vazebnymi transkripénimi faktory a ve spolupraci s riznymi korepresory zajistuje
represi transkripce (NCBI, 1998). Bylo potvrzeno, Ze sniZeni exprese genu RUNX1T1 v endotelialnich
bunkach snizuje viabilitu, mobilitu i kapacitu bun¢k vytvaret trubicovité struktury. U heterozygotnich
my$i se snizenou expresi RUNX1T1 byla pozorovana zvySena permeabilita cév, pfitomnost mensiho
mnozstvi angiogennich progenitorti odvozenych z kostni dfené¢ a u vice nez 60 % poskozeni cévnich
struktur. Na zakladé¢ téchto modeld bylo uréeno, ze RUNXIT]1 hraje roli nejen ve vyvoji, ale i v udrzeni
endotelialnich funkci. Pti zvySené expresi RUNX1T1 se zvysila exprese zejména genti VEGFA, TGFB2
(Transforming Growth Factor Beta 2), BMP2 a BMP4 (Bone Morphogenetic Protein 2 a 4), taktéz
ANGPT2 (Angiopoietin 2), HBEGF (Heparin Binding EGF Like Growth Factor), FN1 (Fibronectin 1),
CXCR4 a BMPR2 (Bone Morphogenetic Protein Receptor Type 2), cozZ jsou znamé angiogenni faktory
(Liao et al., 2017; Mehta et Besner, 2007; Langenfeld et Langenfeld, 2004; Rothhammer et al., 2007;
Felcht et al., 2012, 2001; Salvucci et al., 2002; Nicosia et al., 1993; Vinicio et al., 2009). Analogicky
byl pozorovan pokles exprese u heterozygoti se snizenou expresi RUNX1T1 (Liao et al., 2017). Kromé
vyse uvedené asociace s angiogenni drahou, miize RUNXI1T1 (MTGS8) potlacovat expresi genu MMP7
(Matrix Metalloproteinase 7), ktera mimo jiné tidi zahajeni patologické angiogeneze (angiogenni
switch) (Barret et al., 2012), pticemz MMP7 umoziuje uvolnit VEGF z komplexu s jeho inhibitory, tim
zvysuje jeho biologickou dostupnost a umozituje mu zahajovat angiogenezi (Ito et al., 2009). Navic bylo
pozorovano, ze u pacienti s CRC s vysokymi hladinami VEGF, ale nizkymi hladinami MMP7 je
angiogeneze pomérné slaba, podobné jako u pacientt s nizkou expresi VEGF. Naproti tomu u pacienti

s vysokou expresi VEGF a MMP7 je angiogeneze silna (Tto et al., 2007).

Gen TBX18 (T-Box 18) koduje vysoce konzervovany transkripéni faktor, ktery hraje klicovou roli
v embryonalnim vyvoji (NCBI, 1998). TBX18 je nutny k vyvoji mimo jiné vaskularnich hladkych svalt
Vv ledving, pficemz ledviny s vyfazenou expresi genu TBX18 vykazovaly vyrazné snizenou hustotu cév
a rozvolnéné glomerularni kapilarni klicky (Xu et al., 2015). TBX18 je vysoce exprimovan
Vv proepikardiu a kontroluje rané kroky srdecniho vyvoje (Wu et al., 2014). Ztrata funkce TBX18
zpusobuje perinatalni letalitu s defekty v kosternim, urogenitalnim a perikardidlnim systému, spole¢né
s poskozenim signalizace NOTCH, Wnt a Hedgehog, coZ jsou drahy zapojené do procesu angiogeneze.
Sonic Hedgehog dradha je dokonce povazovana za klicovy endodermalni faktor zahajujici formaci
tubularnich cévnich struktur. Proepikardialni buiiky s nedostatecnou expresi TBX18 produkuji epikard
a koronarni cévy se strukturnimi a funk¢nimi defekty, pfiCemz snizend exprese TBX18 souvisi se
snizenou hladinou gent kodujici proteiny souvisejici s tvorbou vaskularniho systému, jako jsou VEGFA,

endoglin a angiopoietin 1 (Wu et al., 2014; Paauwe et al., 2015; Koblizek et al., 1998) a geny zapojené
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do Wnt signalizace a markery Hedgehog signalizace (Patched 1, Smoothened, GLI Family Zinc Finger
2) (Wu et al., 2014).

Gen LEP (Leptin) koéduje protein sekretovany bilymi adipocyty, ktery reguluje energetickou
homeostazu. Je zapojeny do procesu regulace imunitni a zanétlivé odpovédi, spousti sekreci
hypothalamo-pituitarnich hormonti (NCBI, 1998). Je to rustovy faktor v urcitych typech tkani,
prostiednictvim aktivace riznych signalnich drah dochazi ke zvySeni exprese genli zapojenych do
regulace bunééného cyklu. Piikladem je gen CCND1, u kterého taktéz byla pozorovana role
v angiogenezi (Saxena et al., 2007; Yasui et al., 2006). V riznych studiich bylo zjisténo, ze LEP zvySuje
expresi VEGF v riznych typech nadort (Gonzalez et al., 2006; Carino et al., 2008). Leptin takté¢z
indukuje expresi IL1 (Interleukin 1) a receptt a ligandu signalni drahy NOTCH v karcinomu prsu,
pficemz ob¢ drahy mohou zvysit expresi VEGF (Gonzalez et Leavis, 2001; Zhou et al., 2011; Guo et
Gonzalez-Perez, 2011). Bylo prokazano, ze LEP ma mitogenni aktivitu v bunkach HUVEC a ma roli v
ptestavbach matrix a to v disledku regulace exprese matrix metaloproteinaz a tkanovych inhibitort
metaloproteinaz, pti¢emz byla detekovana zvySena exprese MMP2 (Matrix Metaloproteinase 2), MMP9
a jejich inhibitort TIMP1 a TIMP2 (TIMP Metalopeptidase Inhibitor 1 a 2) (Park et al., 2001).

Gen LHX1 (LIM Homeobox 1) koduje transkripéni faktor vyznamny pro vyvoj renalniho
a urogenitalniho systému (NCBI, 1998). Exprese genu LHX1 je ¢aste¢né fizena Sonic Hedgehog
signalni (Dormoy et al., 2009). Po umléeni LHX1 v burnikach renalniho karcinomu se 0 cca 60 % snizila
proliferace a 0 10 % zvysila apoptdza. Po snizeni exprese LHX1 se sniZila i exprese genti pro MMP9,
tenascin C, fibronektin, paxilin, aktin a tubulin, které jsou markery bunééné adheze a pohybu (Dormoy
etal., 2010). Tyto proteiny jsou taktéZ za zapojeny do procesu angiogeneze (Christoffersson et al., 2012;
Rupp et al., 2016; Bergers et al., 2000; Nicosia et al., 1993; German et al., 2014). Mezi signalni drahy
a molekularni faktory (zapojené do procesii angiogeneze, pohybu bungk, proliferace a apoptozy)
regulované na urovni aktivace nebo exprese genem LHX1 patii Akt, Stats, cytochrom c, Fas, Bad, ROR,

Erk1/2, p27, p38, p53, FGFR, PDGFR, EGFR, MMP8, MMP9 (Dormoy et al., 2010).

Gen SEMAA4D (Semaphorin 4D) koduje protein vyluovany oligodendrocyty a zajiStuje spravné
smefovani axonu pii vyvoji CNS, zahajuje reorganizaci aktinového cytoskeletu nebo migraci
granulocytli a endotelii. Protein SEMA4D aktivuje GTPazy vazbou na povrchové receptory PLXNB1
a PLXNB2 (Plexin B1 a B2, na povrchu endotelii), které hraji vyznamnou roli v mezibunécné
signalizaci. SEMAA4D zprostfedkovava endotelidlni chemotaxi a podporuje proces vzniku
mikrovaskularnich cév, pfi¢emz vazbou na plexin B1 dochazi k rozvoji nadorové angiogeneze (Basile
et al., 2006; Basile et al., 2004; Conrotto et al., 2005). Zaroven angiogenni funkce SEMA4D neni pod
kontrolou zadného z jinych béznych angiogennich faktord (Conrotto et al., 2005). Mezi VEGF
a SEMAA4D se u klinickych vzorki epitelidlniho nadoru vajecniku vyskytuje pozitivni korelace a maji
synergicky efekt na podporu angiogeneze. U bunéénych linii s potlacenou expresi VEGF, SEMA4D
a PLXNB1 byla vyrazné sniZena exprese gent pro CD31 (Platelet/Endothelial Cell Adhesion Molecule
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1), MMP2 a VE-cadherin (Vascular Endothelial Cadherin), coz jsou angiogenni markery (Chen et al.,
2018; Zhou et al., 2013). U squamdznich nadort hlavy a krku bylo prokazano, Ze exprese SEMA4D se
zvySuje pii inhibici VEGF. Prestoze za normalnich podminek VEGF a SEMA4D procesu angiogeneze
spolupracuji, SEMA4D ma dostateény efekt i samostatné, coz umoziiuje nddorim obejit Géinek anti-
VEGEF 1é¢by (Zhou et al., 2013). Interference exprese SEMA4D vedla ke snizeni proliferace a migra¢ni
schopnosti u nadorovych linii odvozenych od nadoru prsu. Bylo pozorovano také navySeni apoptozy

a potlaceni vyvoje cév spojené s potlaéenim exprese SEMA4D (Jiang et al., 2016).

Gen SOX17 (Transcription Factor SOX-17) kéduje ¢Elen rodiny transkripénich faktord, které jsou
zapojeny do regulace vyvoje embryogeneze a determinace osudu buiiky (NCBI, 1998). V my$im modelu
nadorovych endotelialnich bunék vedla zvySena exprese SOX17 k indukci nadorové angiogeneze
a vzniku vaskularnich abnormalit. Delece SOX17 vedla v EC bunikach k redukci angiogeneze
a zpusobila inhibici rastu nadoru a normalizaci nadorovych cév, pti¢emz bylo zjisténo, ze SOX17
posiluje expresi VEGFR2 (Yang et al., 2013). Naopak v dalsi studii nebyl pozorovan zadny vliv SOX17
na expresi VEGFR2 v my$im modelu. Bylo zjisténo, ze SOX17 pusobi upstream v NOTCH signalni
draze a downstream v kanonické Wnt signalni draze. Navic byla pozorovana zvysena exprese SOX17
prostiednictvim B-kateninu, pficemz zvySeni exprese SOX17 indukovalo expresi signalnich molekul
zapojenych do NOTCH drahy (DDL1, DLL4) (Corada et al., 2013).

Gen POU3F2 (POU Class 3 Homeobox 2) kéduje neuralni transkripéni faktor rodiny POU-II zapojeny
do neuronalni diferenciace. Spole¢né¢ s ASCL1 mohou pieprogramovat somatické buiiky na bunky
neuronalni in vitro (NCBI, 1998). POU3F2 aktivuje angiogenni NOTCH ligand DLL1 (Castro et al.,
2006; Napp et al., 2012) a naopak potlacuje efektor HES5 (Hes Family BHLH Transcription Factor 5)
(Dominquez et al., 2013). Na embryonalnim modelu Danio rerio bylo zjisténo, ze POU3F2 je
exprimovan ve veétsiné struktur, nejsilngji v mozku. Pti zablokovani exprese embrya umirala béhem
embryonalniho vyvoje v disledku nedostate¢né vyvinutého cévniho systému (Wong et al., 2017).
Taktéz byla pozorovana SniZzena exprese genu FLI1 (Friend Leukemia Integration 1 Transcription
Factor) a VEGFR2, pticemz tyto geny maji proangiogenni roli (Toyama et al., 2017; Takahashi et al.,
2001). Zaroven bylo dokazano, ze POU3F2 je nezbytny pro rany vyvoj endotelidlnich bunék, ale ne pro
udrZeni tohoto fenotypu. Déle bylo zjisténo, ze exprese POU3F2 pravdépodobné fidi signalni drdhy
MAPK a Wnt, pticemz POU3F2 samotny pusobi upstream v signalni draze NOTCH (Wong et al.,
2017).

Gen PRDM14 (PR/SET Domain 14) koduje transkripéni faktor, ktery ma histonovou
methyltransferazovou aktivitu a hraje zasadni roli v bunécné pluripotenci potlacovanim exprese
diferenciacnich gent (NCBI, 1998). Ve studii z roku 2017 (Taniguchi et al., 2017) se snazili objasnit
roli PRDM 14 ve vzniku nadorovych kmenovych bunék a zdali ovliviiuje epigeneticky stav rakovinnych
bunék. Bylo zjisténo, ze zvysend exprese PRDM14 v bunécnych liniich odvozenych od nadoru prsu

nezvysila proliferaci in vitro. V pfipadé mysich modeld byla pozorovdna korelace mezi hladinou
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PRDM14 a velikosti nadort, pficemZz nadory se zvysSenou hladinou PRDMI14 byly v porovnani
s kontrolami vétsi, vyraznéji metastazovaly do lymfatickych uzlin a do plic, méné se u nich projevovala
apoptdza a vykazovaly vyssi hustotu cév. Zména exprese PRDM14 ovlivnila transkripci mnoha genti
spojenych s metastazovanim, kmenovymi bunkami, apoptozou, epitelidlné mesenchymalni ptechod,
rezistenci vii€i terapii aj. Mezi geny se zvySenou expresi patfily také geny kodujici metaloproteinazy
a angiogenni geny CDH5 (Cadherin 5), CTGF (Connective Tissue Growth Factor), CXCL9 (Chemokine
C-X-C motif Ligand 9), SIRP1 (Sphingosine-1-Phosphate-1 Receptor), FN1, ID1 (Inhibitor Of DNA
Binding 1), IL1B (Interleukin 1 Beta), IL8, IL6 (Interleukin 6) a NOTCH1 (Taniguchi et al., 2017).

Mezi dalsi geny, v jejichZ blizkosti byla detekovana hypermethylace ve skupiné R, patii COL5A1L,
FGF5, MAFB, SFRP2, SOX7, ALDH1A2, UTSR2.

V piipadé genu COL5A1 (Collagen Type V Alpha 1) nebyl popsan mechanismus, pomoci kterého je
jeho aktivita spojena stvorbou kapilar, nicméné delece COL5AL1 je u mysi letalni v rané fazi
embryonalniho vyvoje. Smrt byla zptisobena hromadénim krve ve Zloutkovém vaku z divodu
nedostate¢né integrity cévni stény (Wenstrup et al., 2000). Bylo zjisténo, Ze v buikich HMECI nizka
i vysoka koncentrace TGF-B1 (dulezity angiogenni faktor) vedly ke zvySeni exprese genu COL5AL,
naopak v bunikach HUVEC pfi nizkych koncentracich TGF-B1 doslo ke zvyseni exprese a naopak pfi
vysokych koncentracich doslo k potladeni exprese (Lux et al., 2006). V dalsi praci z roku 2012, ve které
studovali vliv 1éCiva irbesartanu na angiogenezi v EC burnikach, bylo identifikovano 7 genl zapojenych

do angiogeneze, mezi nim byl i gen COL5A1 (Ma et al., 2012).

Zvysena exprese genu FGF5 (Fibroblast Growth Factor 5) zptisobuje angiogenezi v lidskych aortalnich
endotelialnich bunikach, pficemz umléeni exprese FGF5 pomoci siRNA vedlo k potlaceni tvorbu kapilar
(Seo et al., 2016). Bylo taktéz zjisténo, ze intrakoronarni transfer genu FGF5 vedl ke zvyseni prutoku
krve a posileni tvorby cév (Giordano et al., 1996). Pfesny mechanismus u¢inku FGF5 na tvorbu cév
nebyl popsan, nicméné FGF35 pravdépodobné puisobi stejny zpusobem jako jiny proangiogenni faktor
FGF2 (Fibroblast Growth Factor 2), ktery je do angiogeneze zapojen skrz VEGF signalizaci (Seo et al.,
2016).

Gen MAFB (Transcription Factor MafB) podnécuje vétveni kapilar v embryonalnich krevnich cév
a u bunéénych linii odvozenych od endotelialnich bungk, pfi¢emz MAFB vykazuje zvySenou expresi po
stimulaci VEGFA, ale ne po stimulaci jinymi rastovymi faktory. Stabilné snizend exprese MAFB
vyznamn¢ snizila vétveni endotelii ve 3D fibrinovych gelech, zvySena exprese oproti tomu tvorbu
novych cév vyrazné zvysila (Jeong et al., 2017). Pti odpovédi na VEGFC/VEGFR3 (Vascular
Endothelial Growth Factor C/Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 3) signalizaci hraje

vyznamnou roli ve zprostiedkovani lymfoangiogeneze (Dieterich et al., 2015; Koltowska et al., 2015).
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Gen SFRP2 (Secreted Frizzled Related Protein 2) je povazovan za angiogenni faktor, ktery je
exprimovan ve vaskulatufe mnoha nadortt — napiiklad nador prsu. SFRP2 indukoval angiogenezi
v myS$im modelu testi Matrigel plug a CAM, piicemz bylo zjiSténo, Ze tvorbu kapilar stimuluje
prostfednictvim Wnt nekanonické calcineurin-dependentni NFAT drahy, ktera je soucasti VEGF
indukované angiogeneze (Bhati et al., 2008; Courtwright et al., 2009; Zaichuk et al., 2004).

V piipadé genu SOX7 (SRY-Box 7) neni znam piesny mechanismus, jakym je zapojen do procesu
angiogeneze. Nicméné ve studii, ve které studovali roli SOX7 v procesu diferenciace prekurzort
endotelu, zjistili, ze jeho exprese je velmi dulezita pro vaskulogenezi a angiogenezi endotelidlnich bun¢k
exprimujicich VEGFR2 béhem embryogeneze. Kompletni potlaceni exprese genu SOX7 vedlo ke vzniku
rozsahlych vaskularnich defektu (Lilly et al., 2017). Navic nedavno bylo prokazano, ze delece SOX7
v endotelidlnich butikach exprimujicich TIE2 vedla k defektim v procesu vétveni kapilar a aberacim
v angiogenezi. VEGF signalizace vedla ke zvySeni exprese SOX7 i SOX17 v angiogennich
endotelialnich bunikach prosttednictvim mTOR drahy, pfic¢emz naopak geny SOX7 a SOX17 indukovaly
expresi genu VEGFR2. Tento jen naznacuje, Ze existuje pozitivni zpétna smycka mezi VEGF signalizaci

a SOX proteiny (Kim et al., 2016).

ALDH1A2 (Aldehyde Dehydrogenase 1 Family Member A2) kéduje enzym aldehyd dehydrogenazu,
ktera katalyzuje syntézu kyseliny retinové (RA; Retinoic Acid). Lidské kmenové buiky, které exprimuji
vysoké hladiny aldehyd dehydrogenazy (ALDHbr; Aldehyde Dehydrogenase bright cells) vykazuji
angiogenni aktivitu v preklinickych modelech, pficemz byly pouZity pro 1é€bu pacientti s ischemickou
kardiovaskularni poruchou. PfestoZe mechanismus, jakym tyto buiiky na angiogenezi ptisobi, neni
znam, je mozné, ze tento efekt zprostfedkovavaji sekreci dalSich angiogennich faktort a interakcemi
s endotelialnimi bunkami (White et al., 2011). Ve studii z roku 2007 ukazali, ze all-trans-RA indukuje
angiogenezi prostfednictvim stimulace proliferace bunék HUVEC a posileni endogenni VEGF
signalizace. TaktéZ muze z ¢asti hrat roli indukce jaterniho ristového faktoru a produkce angiopoietinu
2 (Saito et al., 2007). Nicméné v dalsi studii bylo ukazano, ze angiogeneze arust thyroidnich
nadorovych bunék je inhibovan pomoci RA. Taktéz bylo pozorovano snizeni exprese VEGF
Vv bunéénych liniich odvozenych od nadoru §titné zlazy, které byly osetfovany 13-cis RA (Hoffmann et
al., 2007). Nicméné¢ taktéz bylo zjisténo, ze RA stimuluje proliferaci a diferenciaci endotelidlnich bunék

in vitro prostiednictvim posileni produkce FGF2 (Gaetano et al., 2001).

Chemotaxe je zakladni rys bun¢k a jeji regulace ma obzvlasté dilezitou roli v procesech jako jsou
organogeneze, angiogeneze a metastaze. VétSina chemotaktickych stimulti aktivuje receptory na
bunécné membrané, které patii do rodiny receptori sprazenych s proteiny. Urotensin 2 (UTS2) je
jednim z nejsilné€jsich vasoaktivnich peptidi, pfi¢emz vazba UTS2 na UTS2R (Urotensin 2 Receptor;
GPR14) stimuluje migraci bunék CRC nebo progenitorovych endotelidlnich bunék (Federico et al.,
2014; Xu et al., 2009). V jiné studii zjistili, ze UTS2 skrz aktivaci UTS2R zna¢né stimuloval tvorbu

kapilar v endotelialnich butikach potkana, navic obrazova analyza ukazala, ze tato stimulace méla stejny

81



efekt na tvorbu kapilar jako FGF2 in vivo a in vitro (Spinazzi et al., 2006). Taktéz v ptipadé lidskych
endotelialnich bun€k kultivovanych pomoci Matrigel testu doslo po vystaveni bunék UTS2 k tvorbé
struktur podobnym kapilaram. Naopak deplece UTSR2 pomoci siRNA nebo v disledku ptsobeni
antagonisty UTS2R vedla ke snizeni tvorby téchto kapilar (Diebold et al., 2012).

Prestoze identifikace biomarkerii odpovédi vici bevacizumabu je cilem mnoha pracovist, jen nekteré
provadi celogenomovou methylaéni analyzu za i¢elem profilovani methylomu v rakovinnych burikach
rezistentnich a citlivych vici jeho uéinku. Pfi identifikaci prediktivniho biomarkerti se mnoho z nich

spiSe zamétuje na stanoveni prediktivni sily vybranych cild.

Prikladem je studie z roku 2016, kde sledovali roli diferencialné methylovaného genu MGMT v G¢inku
1é¢by bevacizumabem v kombinaci s temozolomidem a radioterapii u pacient s glioblastomem. Zjistili,
ze pacienti s diferenciadlné¢ methylovanym MGMT vykazuji lepsi PFS, nicméné nebylo pozorovano
zlepseni celkového preziti (OS; Overall Survival) u pacientd s methylovanym nebo hypomethylovanym

MGMT (Du et al., 2016).

V dalsi studii z roku 2017 se snazili studovat roli detekce methylovaného genu HPP1 (Hyperplastic
Polyposis 1) v predikci odpovédi vici 1é¢bé kombinaci terapeutickych latek s bevacizumabem
U pacienti s metastatickym typem CRC. S vyuzitim bisulfitového sekvenovani zjistili, Ze methylace
genu HPP1 ve voln¢ cirkulujici DNA se jevi jako prognosticky marker a rany biomarker odpovédi na

kombinaci terapie pomoci bevacizumabu, fluoropyrimidinu a oxaliplatinu (Herbst et al., 2017).

Ve studii pana Gampenriedera a jeho kolegii z roku 2018 se snazili identifikovat methylaéni profil
nadorovych bunék prsu spojeny s rezistenci téchto bunek vici t¢inku bevacizumabu. Celogenomova
methyla¢ni analyza byla provedena pomoci Infinium HumanMethylation450K BeadChip u 36 vzorka
pacientd s HER2-negativnim metastatickym typech rakoviny prsu (18 R, 18 N), kteti dostavali
bevacizumab, pfi¢emz identifikovana signifikantné diferencialné methylovana CpG mista byla nasledné
evaluovana pomoci bisulfitového sekvenovani na dalsi kohorté 80 pacientskych vzorkti a 15 vzorkt bez
této 1é¢by (negativni kontrola). V dalsim kroku bylo identifikovano 9 CpG mist (9 genti) podle sily
asociace téchto methylovanych CpG mist s PFS nebo celkovém piezitim jednotlivych pacient,
vysledkd z ROC analyzy, a jejich vzdalenosti od nejbliz§ich gent, které umoznovaly rozdélit pacienty
ze skupiny R od pacientti ze skupiny N: WNT2B, MLH1, POLK, NOX4, PKNOX2 , TMBIM6, SNRPN,
UNC119 a GNAS. Tento seznam byl dale zazen na 3 CpG mista (3 geny), ktera vykazovala asociaci
s predikovanymi respondenty s del§im PFS a dobrou schopnost rozlisit skupinu pacientti N od pacientti

skupiny R (MHL1, POLK, TMBIM®6) (Gampenrieder et al., 2018).

Od roku 2012 do roku 2016 probihal mezinarodni projekt pod vedenim sdruzeni Angiopredict, ve
kterém se snazili identifikovat novu generaci metod pro stratifikaci pacientll s metastatickym typem
CRC, ktefi jsou 1é¢eni bevacizumabem. Jednim z cilti bylo identifikovat methylacni status, ktery by

mohl slouzit jako prediktivni marker odpovédi viuci bevacizumabu. Pro tuto analyzu pouZili technologii
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Differential Methylation Hybridization arraye a bisulfitové sekvenovani, pficemz identifikovali
197 kandidatnich biomarkert.. Tyto geny poté filtrovali dle biologickych a technickych parametri,
pti¢emz vysledné geny byly nasledné hodnoceny z hlediska jejich potencionalu jako prediktivni
biomarkery. Zadny znich bohuZel nevykazoval dostateénou prediktivni silu, nicméné dva z nich,
COROG (Coronin 6) a FOXF2 (Forkhead Box Protein F2), se jevily jako dobré diagnostické markery
(Angiopredict, 2016). Nicmén¢ je mozné, ze pro urceni odpovédi vici bevacizumabu je opravdu nutné
identifikovat nékolik gentl, které by tvofily urcitou prediktivni matici, ktera by dohromady slouzila jako

biomarker.

Vyse uvedené studie vyuzily pro skrining methylacnich profilii ¢ipové technologie ¢i bisulfitové
sekvenovani, coz jsou metody s vysokym rozliSenim a které jsou pro celogenomové analyzy
nejcastejSim nastrojem. Metoda Methyl Capture sekvenovani je zaloZena na principu afinity methyl-
vazebnych proteini k methylovanym CpG mistim, pfi¢emz tyto oblasti jsou vychytavany na
magnetickych kulickach a poté osekvenovany. I pies nizsi rozliSeni byla tato metoda taktéz pouzita pro
profilovani methylace DNA v neuroblastomovych butikach, kde potvrdili methyla¢ni status urcitych
gent, Casto methylovanych v téchto buiikach. V této studii pouzili 102 vzorki Cerstvé zmrazené DNA
a provedly na nich methyla¢ni analyzu pomoci kitu a navodu Methyl Cap Kit (Diagenode). Sekvenaéni
knihovna byl pfipravena pomoci reagencii a instrukci kitd Nebnext DNA Library Prep Master Mix Set
(New England Biolabs) Multiplexing Sample Preparation Oligonucleotide Kit (Illumina) (Decock et al.,
2016).

V nasi studii jsme analyzovaly 31 pacientskych vzorki, coz je obdobny pocet, jaky pouzili pan
Gampenrieder a jeho kolegové pro identifikaci potencionalnich biomarkert (Gampenrieder et al., 2018).
Nicméné celogenomové studie jsou velmi narocné, proto i pro nasi studii by bylo dobrym kompromisem

vysledky z analyz dale validovat na rozsifené skupiné pacientt, jako bylo v jejich pfipadé.

V na8i studii jsme se zaméfovali pouze na oblasti promotori a geny piimo funkéné souvisejici
s procesem angiogeneze. Nicméné vliv epigenetickych mechanismi na regulaci genové exprese je
komplexni a zdaleka ne cely probadan, pficemz se tento efekt mize lisit podle typu nadoru nebo mistem
v genomu, kde k epigenetické zméné dochazi. Zaméteni na analyzu pouze promotorovych oblasti tak
velmi zuzuje schopnost identifikovat silny prediktivni biomarker. Z tohoto diivodu nedoslo v nasi praci
a studii pana Gampenriedera a jeho kolegti k ptekryvu mezi vysledky. V budoucnosti by kromé genti
funkéné piimo zapojenych do procesu angiogeneze mohly byt validovany i dal§i hypermethylované

oblasti, které¢ vykazovaly velkou statistickou relevantnost.

Vysledky z validace methylovanych oblasti v blizkosti genit EN1 a SFRP2 ukazaly, Ze nejvyssi korelaci
mezi vysledky z Methyl Capture sekvenovani a presnéjsiho bisulfitového sekvenovani vykazuji oblasti

genu EN1: EN1_A a EN1_C_2, kde korelacni koeficient R dosahl hodnot 0,56 a 0,61. V dalsi ¢asti
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prace bude nutné validovat i ostatni identifikované regiony diferencialné methylované mezi skupinami

N a R a zejména rozsitit valida¢ni skupinu, jak bylo zminéno vyse.

V ptipadé vysledkll z hierarchického klastrovani 20 genti hypermethylovanych ve skupiné R doslo
k rozdéleni pacientskych vzorkli mezi skupinami N a R do tfech klastri. Nékteré vzorky vykazuji
homogenni methyla¢ni profil napfi¢ v§emi analyzovanymi geny (naptiklad vzorek ¢. 19 a 29), proto by
bylo vhodné u téchto vzorkl ovétit kvalitu pribéhu methylacni analyzy a posoudit hodnoty parametr,

podle kterych byly zatazeni do skupiny N.
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12 Zavér

V teoretické casti byla na zdkladé dostupnych literdrnich a internetovych zdroji popséna stru¢na
charakteristika methylace DNA, enzymy, které zodpovidaji za jeji vznik, mechanismus odstranéni
methylovych skupin z cytosinovych bazi a v neposledni fad€ mozné pticiny vzniku aberantni methylace
v genomu. Taktéz zde byly popsény obecné epigenetické mechanismy, které pfispivaji ke vzniku
rakoviny kolorekta a methyla¢ni biomarkery, které slouzi pro diagnostiku, stanoveni prognézy a urceni
odpovedi pacienta vuci specifické 1é¢beé. V dalsich kapitolach byly popsany metody, které se pouZzivaji
pro detekci methylace DNA a princip sekvenovani na platformach firmy Illumina, pti¢emz posledni
kapitoly byly vénovany principu analyzy genomickych dat a strucné charakterizaci vybranych typt

sekvenacnich systémd firmy Illumina.

V experimentalni ¢asti byla provedena identifikace potencionalnich methyla¢nich biomarkerti odpovédi
na lécbu bevacizumabem u pacientll srakovinou kolorekta. Pro detekci methylovanych oblasti
v genomu byla pouZzita metoda Methyl Capture sekvenovani, pfi¢emz ve skupiné non-respondentt (N)
byla vytipovana 1 hypermethylovana oblast genu ATXN1L, jehoz aktivita funk¢éné souvisi s procesem
angiogeneze. V ptipadé genu ATXNIL je ptedpokladano, ze v piipadé hypermethylace jeho
promotorové oblasti dojde k inhibici jeho transkripce a tvorba kapilar muze probihat. Ve skupiné
respondentt (R) bylo identifikovano 20 hypermethylovanych genu (ADCYAP1, ALDH1A2, ASCL1,
COL5A1, CTBP2, CXCL12, EN1, FGF5, LEP, LHX1, MAFB, POU3F2, PRDM14, RUNX1T1,
SEMA4D, SFRP2, SOX17, SOX7, TBX18, UTS2R), jejichz aktivita ma proangiogenni funkci a pfi jejich

umléeni hypermethylaci dochazi k inhibici angiogeneze v disledkt t¢inku bevacizumabu.

Hypermethylované oblasti geni SFRP2 a EN1 byly validovany pomoci bisulfitového sekvenovani,
pricemz do regiond byly vzdy navrZeny 3 pary primerd, které tuto oblast pokryly. Nejvyssi korelaci
mezi vysledky z Methyl Capture sekvenovani a bisulfitového sekvenovani vykazovaly oblasti genu EN1

EN1_AaEN1_C_2 (hodnota korela¢niho koeficientu R 0,56 a 0,61).

Hierarchické klastrovani 20 genti hypermethylovanych ve skupiné R rozdélilo pacienty skupin N a R do

3 klastr(i. Pro zlepSeni této analyzy by proto bylo vhodné rozsitit valida¢ni skupinu pacienti.

V této praci jsme jako prvni provedli celogenomovou methyla¢ni analyzu za cilem identifikovat
potencionalni biomarkery vii¢i bevacizumabu pomoci metody Methyl Capture sekvenovani u pacientti
s CRC. Podatilo se nam identifikovat potencionalni methylaéni biomarkery odpovédi vuci

bevacizumabu, které maji popsanou souvislost s procesem angiogeneze.
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