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Anotace

Chronické lymfocytarni leukémie (CLL) je nejcastéji diagnostikovanou leukémii dospélych.
Vyznacuje se velmi variabilnim pribéhem, a proto je po celém svété vyvijena snaha
identifikovat genetické zmény predpovidajici vyvoj onemocnéni. Cilem projektu bylo provést
genomickou analyzu bunécné linie HG-3, ktera je odvozena od CLL, pomoci metody Hi-C.
Jedna se o revolucni pfistup v oblasti nadorové genomiky, ktery umoznuje odhalit interakce
chromatinu napfi¢ celym genomem. Metoda je vhodna pro studium regulace genové exprese
a umoznuje detekovat strukturni zmény genomu a jejich funkéni dopad. Tim poskytuje nové
informace a lepsi pochopeni komplexity nadorovych genomd.

Klicova slova

genom; interakce chromatinu; Hi-C; HG-3 bunécna linie; chronicka lymfocytarni leukémie
Annotation

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the most common adult leukemia. It is characterised
by a very variable disease course. Therefore, efforts are being made around the world to identify
genetic changes associated with the development of the disease. The aim of the project was to
perform the genomic analysis of the HG-3 cell line derived from CLL using a Hi-C method.
Hi-C is a revolutionary approach in the field of tumor genomics, which enables to detect
chromatin interactions across the whole genome. It is suitable for the study of regulatory
mechanisms of gene expression and the detection of genomic structural changes with their
functional impact. This provides new information and better understanding of the complexity
of tumor genomes.
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1 UvoD

Nadorova onemocnéni patii mezi nejéastéjsi pii¢iny tmrti na celém svété a jejich incidence
stale stoupa. Siroké spektrum nadorovych onemocnéni piedstavuji hematoonkologické
malignity, pod které spadaji mimo jiné také leukémie. Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL)
je nejcastéjSim druhem leukémie dospélych pacientli v zdpadnim svété. Charakteristickym
znakem onemocnéni je velmi variabilni prab¢eh, ktery znemozinuje pacienty 1€€it univerzalnim
piistupem. Cilem mnoha vyzkumnych projektd, véetné naseho, je pochopeni abnormalnich
molekularnich procest probihajicich v leukemickych bunkach CLL.

Pro analyzu leukemickych bun€k byla zvolena metoda Hi-C, kterd umoziiuje popsat interakce
chromatinu a strukturni aberace v ramci celého genomu. Hlavnim cilem této prace bylo pouzit
metodu Hi-C na modelové bunééné linii HG-3, odvozené od CLL, a ur€it jeji genetické
abnormality. V ramci experimenti jsem pracovala se tiemi riznymi komeréné dostupnymi
sadami chemikalii (kity), které byly vyuzity ke zpracovani vzorkll. Vytvorené sekvenacni
knihovny byly podrobeny sekvenovani a rozsahlé bioinformatické analyze. Samotna prace je
dilezitou soucasti vétSiho grantového projektu vyzkumné skupiny Lékaiska genomika
v CEITEC MU a budou na ni navazovat dalsi experimenty zaméfené na optimalizaci metody
pfimo na pacientskych vzorcich. Vysledky tohoto projektu by v budoucnu mohly napomoci
pochopeni genetické a klinické heterogenity CLL, coz by umoznilo optimalizaci 1é¢ebnych
postupti.



2 CILE PRACE

Na rtiznorodém prab¢hu CLL se do velké miry podili mnozstvi riznych genovych mutaci
a strukturnich aberaci. To komplikuje stanoveni prognozy a volbu potencialné ucinné terapie.
Komplexni analyza genomu pacienti mize poskytnout novou uroven informace, které piispéje
k objasnéni molekularnich procesti v nadorovych bufikach a pomiize pii volb¢é vhodné 1é¢by.

Pro analyzu leukemickych bun¢k jsme se rozhodli vyuzit moderni metodu Hi-C, kterad
umoziuje stanovit interakce chromatinu a strukturni aberace. Nase cile byly nésledujici:

e Na bunééné linii HG-3, odvozené od CLL, vyzkouSet piipravu Hi-C sekvenaéni
knihovny pomoci tfi riznych komeréné dostupnych kitt:
e EpiTect Hi-C Kit (Qiagen)
e Dovetail™ Micro-C Kit (Dovetail Genomics)
e Dovetail™ Omni-C Kit (Dovetail Genomics).
e Metodou Hi-C potvrdit genetické abnormality bunéné linie HG-3, zjisténé
cytogenetickymi metodami.
e Porovnat mezi sebou vysledky ziskané pomoci jednotlivych kiti.
e Zvolit nejvhodnéjsi pristup pro budouci analyzy a optimalizovat Hi-C protokol.

Experimenty provadéné v ramci této prace jsou dulezitou soucasti vétsiho grantového projektu
vyzkumné skupiny Lékatska genomika v CEITEC MU. Vybrany postup bude v budoucnu
vyuzivan pro studium vétsiho souboru pacientskych vzorki.



3 STUDIUM GENOMU

3.1 Genomika

Genomika je obor genetiky, jez se zabyva studiem genomu ruznych organismt, konkrétné
naptiklad sekvenaci DNA a genetickym mapovanim. Mapovéani obnasi napiiklad zjistovani
poctu chromozomt, lokace genti na chromozomech a posloupnosti genti. Genomické ptistupy
se vyuzivaji zejména pfi studiu komplexnich chorob, protoze pti hledani odpovédi zvazuji Gicast
vice gentl a faktorii. Mezi typické komplexni choroby patii nddorova onemocnéni, kde zvrat

a vnéj$im prostiedim.

Genomika vyuziva fadu biochemickych a molekularné biologickych metod. Mezi nejvice
vyuzivané patii sekvenovani DNA, které umoziiuje zjistit potadi nukleovych bazi v molekulach
DNA. Tyto poznatky napoméahaji porozumét zakladnim biologickym procesim. S rostoucim
zajmem o sekvenacni metody roste také jejich nabidka na trhu. Metodické postupy se vylepsuji
nebo se objevuji zcela nové pristupy a mechanismy. Sekvena¢ni metody mizeme rozd¢lit na
klasické metody, metody nové generace a metody tieti generace. Cilem vyvoje je snaha zrychlit
sekvenovani a zaroven snizit naklady na jeho provozovani.

Pod klasické sekvena¢ni metody spada Maxam-Gilbertova metoda sekvenovani. Tato chemicka
metoda je zaloZena na specifickém S$tépenim fetézce DNA po modifikaci jednotlivych bazi
chemickymi ¢inidly. Naopak Sangerova metoda je metoda enzymaticka, zaloZena na ukonceni
procesu replikace DNA na specifickych mistech pomoci tzv. terminatord replikace. V praxi
se z klasickych metod v soucasnosti vyuziva uz jen Sangerova metoda.

Metody nové generace sekvenovani (NGS) byly vyvijeny s cilem zrychlit a zlevnit proces
sekvenovani, automatizovat postupy a minimalizovat nevyhody, které mély klasické metody.
NGS je zalozeno na rozdéleni genomu na kratsi fragmenty, ty se nasledné masivné paralelné
sekvenuji, coz snizuje naklady na provoz a zvySuje mnoZstvi ziskanych dat v krat§im casovém
useku. Patii sem napiiklad platformy od firem Roche nebo Illumina.

Nejnovéjsi Vv praxi pouzivané metody se fadi mezi metody tfeti generace sekvenovani (TGS).
V soucasnosti neexistuje jednotna definice TGS, avSak daji se rozdélit dle techniky. MnoZstvi
metod a systému je stidle vyvijeno. Mezi nejznaméjsi patii HeliscopeTM (Helicos), SMRT
(Single molecule real-time) a Oxford nanopore sequencing.

3.2 Struktura genomu

Soubor veskeré genetické informace Clovéka je oznacovan jako lidsky genom. Geneticka
informace je uloZzena v DNA, ktera se nachazi pfedevsim v bunééném jadre, kde tvori komplexy
S proteiny oznaCované jako chromatin. Jaderny genom je uloZen v souboru chromozomui, ktery
nazyvame karyotypem. Je tvofen 23 pary chromozomd, které 1ze rozd¢lit na 22 part autozomi
a jeden par heterochromozomii/gonozomi, tedy pohlavnich chromozomi. Vedle jaderného
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genomu existuje mimojaderny genom, ktery je tvofen DNA ze semiautonomnich organel,
Vv ptipadé lidského genomu z mitochondrii.
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Obrazek 1: Lidsky karyotyp, 46, XY. Pievzato z [1].
3.2.1 Geny

Geny lze chapat jako zakladni jednotky dédi¢nosti nebo také jako zakladni funk¢ni a informaéni
genetické jednotky, protoze se skladaji ze sekvenci nukleotidi, které koduji primarni strukturu
RNA nebo proteini [2]. Ve skutecnosti az 97 % DNA u ¢loveka tvoii nekodujici DNA, ktera
neobsahuje informace o RNA ani proteinech, a pouhd 3 % tvofi protein-kodujici geny. Urcité
useky nekodujici DNA maji funkci regulacni, av§ak u vétSiny nekodujicich oblasti je funkce
stale neznama. Tyto oblasti se ¢asto oznacuji jako tzv. ,,junk® DNA, ¢esky volné pfeloZeno jako
odpadni DNA. Nicméné jeji odstranéni z genomu miva negativni nasledky. Mizeme se vSak
setkat i s nekodujici DNA uvnitt genu, tzv. introny, naopak oblasti kodujici protein se nazyvaji
exony. Béhem transkripce dochazi k eliminaci intronid pii tzv. sestfihu, coz je termin pro
postsyntetickou tpravu mediatorové RNA (MRNA). Sestiizena mRNA je poté tvofena uz jen
exony.

Vsechny buiiky v lidském téle nesou totoznou sadu genl. Bunécné diferenciace neboli
strukturni a funk¢ni specializace je dosaZeno aktivaci pouze nekterych genti, které se oznacuji
jako tzv. transkripéni profil buniky. Proces, pti kterém se geneticka informace pievadi v realnou
bunécnou strukturu nebo funkci, se nazyva genova exprese. Diferencovana builka je tedy
schopna exprimovat pouze urcité geny.
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3.2.2 Genové mutace

Obecné mutace znamenaji zmény v genetické informaci. Mizeme je de€lit na genomove,
chromozomové a genové [3]. Mutace ovliviiujici pocet nékterych chromozomi (aneuploidie)
nebo celych chromozomalnich sad (zmény ploidie, napt. polyploidie) se nazyvaji genomové
mutace. Chromozomové mutace, respektive aberace, se tykaji mutaci na chromozomech, které
mohou ménit tvar a strukturu chromozomu [4]. Genové mutace probihaji pouze na trovni
jednoho genu a nenarusuji stavbu chromozomu.

Genové mutace mohou vnikat samovolng, ale vyrazn¢ vyssi je vyskyt mutaci indukovanych,
které vznikaji pltisobenim riznych faktord (tzv. mutageny). Jako mutagen muize vystupovat
napiiklad UV zafeni, planarni aromatické uhlovodiky, radikalové iniciatory nebo viry.
Podstatou genovych mutaci je nukleotidova substituce, delece nebo inzerce v fetézci DNA.
Casto se jedna o mutace bodové (mutace V rozsahu nékolika nukleotidi) [3]. U mutaci
nachazejicich se v protein koédujici €asti genu muizeme hovofit 0 synonymnich (silent)
a nesynonymnich (missense a nonsense) mutacich. U tichych (silent) mutaci dochazi
k substituci jedné baze za jinou v exonu genu kodujiciho protein, av§ak mutace se neprojevi na
aminokyselinové sekvenci bilkoviny. Naopak missense mutace zpasobuji zménu v kodované
aminokyselin€. Kvuli nonsense mutacim dochazi k vytvofeni stop kodonu, a tedy
I kK pfed¢asnému ukonceni translace, takze zkraceny proteinovy produkt nemusi byt funk¢éni [5].
Genové mutace také mizeme délit podle typu bunék, které jsou mutaci zasazeny. Somatické
mutace postihuji t€lni buiiky, nejsou zdédéné a zaroven se ani nepiedavaji potomkiim. Mutace
zarodeénych bunék neboli germinalni mutace mohou byt zdédény od rodi¢u, nebo vznikaji
Vv gametach, a nasledné jsou pfedany do dalSich generaci.

3.3 Struktura chromatinu

Chromatin je tvofen vlakny DNA a proteiny, predevsim histony, které se podileji na spiralizaci.
Spiralizace chromozomu nastava pied délenim buriky, kdy se vlakno DNA za¢ne smotavat do
spiraly, ta vytvoii struktury vyssich fadu a vznika chromozom. Na tvorbé chromatinu se podili
predevsim 5 druht histont: H1, H2A, H2B, H3 a H4 [6]. Volna vlakna DNA jsou namotana na
histony a tvofi Gtvary zvané nukleozomy, ty jsou povazovany za zakladni jednotku chromatinu.
Kazdy nukleozom je tvofen 145-147 nukleotidy DNA, jez jsou navinuty na 0Sm histonovych
proteint [7]. Vldkno s nukleozomy piipomind koralky na niti, protoZze mezi jednotlivymi
nukleozomy se nachazi volné useky DNA, které se nazyvaji linkery, jejich délka vSak neni
konstantni [8].

Jaderny genom se sklada z heterochromatinu, coz je ¢ast obsahujici husté sbaleny neaktivni
chromatin, ktery je nepfipustny transkripénim mechanismiim, a euchromatinu, ktery obsahuje
rozvolnéna chromatinova vlékna, jez jsou piistupna mechanismtim transkripce. Chromatin ma
schopnost dynamicky pfechazet mezi obéma stavy, a tim ovliviiovat aktivitu genti. Rozvolnény
chromatin si ponechavé alespoinl primarni strukturu nukleozoma.
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Nukleozom Linker DNA

Obrazek 2: Struktura chromatinu. Chromatin je tvofen vlakny DNA a proteiny, predev§im histony. Jeho
struktura pfipomina koralky na niti. Pfevzato z [9], upraveno.

3.4 Remodelace chromatinu

Chromatin se pteskupuje podle potfeb buiky a v zavislosti na fazi bunééného cyklu. Toto
pteskupovani je souhrnné nazyvano remodelace chromatinu. Dle dosavadnich vyzkumi se na
remodelaci podili pfedev§im dva mechanismy [10].

Prvni mechanismus je zalozen na kovalentni modifikaci konct histonti vlivem enzymd, které
ovliviiyji pfenos chemickych funkénich skupin v rameci histonti. V dasledku toho dochazi ke
zmeéné chemickych vlastnosti. Histony jsou malé bazické proteiny a rozliSujeme u nich
N-konec, C-konec a globularni doménu.[6] Pti kovalentni modifikaci hraji klicovou roli pravé
konce histonti, zejména N-konce, které jsou k posttranslaénim modifikacim nejnachylnéjsi,
protoze vyc¢nivaji z histonti volné do prostoru. Dochazi na nich k acetylaci, methylaci,
ubiquitinaci a fosforylaci[11], které maji vliv na interakce mezi nukleovymi bazemi a histony.
Tim je ovlivnéna uroven sbaleni DNA. Dochazi tedy k pfimé regulaci genové exprese [12].
Kovalentni modifikace konct histoni souvisi s hypotézou histonového kodu [13]. Tato
hypotéza tvrdi, Ze specificka modifikace histonu, resp. jejich kombinace, vytvaii kod, ktery
definuje souc¢asnou nebo potencidlni transkripéni aktivitu.

Druhy mechanismus se uplatituje pii remodelaci samotnych nukleozomu. Uplatiuji se zde
ATP-dependentni remodelac¢ni komplexy, jejichZ €innosti dochazi k fyzickému piesouvani
jednotlivych nukleozomd nebo k uplnému rozruseni struktur chromatinu[14], avSak pro
uskutecnéni mechanismu je nutné dodat energii ve formé ATP. Soucasti téchto komplexi je
podjednotka ATPaza [15], ktera se vaze na histonové jadro a zaroven na DNA. Jakmile
se podjednotka navaze, dojde k hydrolyze ATP a uvolni se energie. Uvolnénd energie poté
muZze rozrusit vazbu mezi DNA a histonovym jadrem, coZ umoziuje nukleozomu posunout se
po vldknu DNA. Dochazi tedy ke zptistupnéni urcité ¢asti Sroubovice.

3.5 Topologicky asociované domény

Pro objeveni topologicky asociovanych domén byl klicovy rok 2012, kdy tii nezavislé védecké
skupiny objevily zvlastni jev, ktery popsaly jako prostorové vymezené interakce v ramci
chromatinu [16]. Pozdé&ji byl tento objev nazvan topologicky asociované domény (TADs).
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TADs lze popsat jako oblasti chromozomi, které jsou velké nékolik megabazi (Mb) a je pro né
charakteristické, ze sekvence DNA uvnitt téchto domén upfednostiiuji vice interakce mezi
sebou nez interakce se sekvencemi mimo tyto domény [17]. Mizeme zde zaroven rozliSovat
I podjednotky, tzv. sub-TADs [18], které jsou mensi nez 1 Mb a spadaji pod TADs [19].

Chromatin je po vétSinu Casu rozvolnény, takze chromozomy nejsou spiralizované, pouze jsou
Clenény do tzv. chromozomovych teritorii, které jsou dale tvofeny kompartmenty.
Chromatinova teritoria budou nejspiSe hrat vyznamnou epigenetickou roli pii expresi gent,
avSak tato mySlenka zatim neni védecky podlozena. Kompartmenty se sklddaji z TADs, jez si
lze piedstavit jako shluky chromatinovych smycek (chromatin loops), viz Obrazek 3.
Chromatinova smycka vznikne, jakmile se useky genomové sekvence, které lezi na stejném
chromozomu (konfigurace cis), dostanou do uzsi fyzické blizkosti. Smyc¢ky vznikaji v ramci
domén, ale pfesny mechanismus jejich tvorby zatim neni znam. Procesu se ucastni nékolik
transkrip¢nich faktori a téz bylo zjisténo, ze forma i rozdéleni smycek mize mit vliv na regulaci
genové exprese, coz lze vidét napiiklad na faktoru GAGA u Drosophila, ktery indukuje
remodelaci heterochromatinu, a aktivuje tak expresi mnoha gent [20].
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Obrazek 3: Clenéni rozvolnéného chromatinu. Pievzato z piirucky EpiTect® Hi-C, upraveno.

TADs lze z hlediska jejich funkce vnimat jako zakladni regula¢ni jednotky genomu [16].
Mnoho odbornych praci se zaobira jejich vlivem na regulaci transkripce a translace [21], [22].
Pravé diky tomu, Ze jsou TADS prostorové vymezené, je umoznéna kompartmentalizace téchto
procest. Toto také podporuje skutenost, Ze geny patfici pod urCitou stejnou doménu podléha;ji
koregulaci, tedy jsou regulovany stejnymi mechanismy. Hranice mezi TADs vymezuji oblasti,
ve kterych mohou plisobit regulaéni mechanismy, takze je malo pravdépodobné, aby regulacni
mechanismy jedné domény zasahovaly do oblasti podléhajici druhé doméné&. Lze tedy fici, Ze
hranice maji kli¢ovou roli pro funkce TADs, a proto mliZe jejich naruSeni zpiisobit deregulaci
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4 METODY STUDIA CHROMATINOVYCH INTERAKCI

Organizace genomu neni nahodna a usporadani ovliviiuje mnoho funkci véetné transkripce,
replikace a oprav poskozeni DNA. Specifické genomové oblasti obsahujici stejné nebo rizné
chromozomy casto fyzicky asociuji navzajem a s jadernymi strukturami, coz vede ke slozité
roz¢lenénému jadru [24]. Sekvenacni technologie zminéné v Givodu prace (viz kapitola 3.1)
v kombinaci s dal§imi metodami umoznily zkoumat donedavna téZko pozorovatelné
chromatinové interakce. Kazda metoda ma vSak sva specifika a limity.

Rozmach studii zaméFenych na chromatinové interakce piisel s rozvojem tzv. 3C-technologii
(Chromosome Conformation Capture). Tyto metody umoziiuji detekci interakci mezi oblastmi
genomu, které se v 3D prostoru nachazi v t€sné blizkosti, avSak v linearni sekvenci DNA
mohou byt oddéleny mnoha nukleotidy. Prvni 3C metoda byla vyvinuta jiz v roce 2002, od té
doby vzniklo mnoho jejich modifikaci. V roce 2005 byla piedstavena metoda ChIP-Loop jako
kombinace klasické chromatinové imunoprecipitace (ChIP) a metody 3C. V roce 2006 byla
vyvinuta metoda 4C, ktera byla nasledné vylepSena na metodu 5C. O rok pozd&ji byla
pfedstavena technologie ChIP-seq. Rok 2009 pfinesl hned dva nové pfistupy: metodu Hi-C
a ChlA-PET, které v soucasnosti poskytuji nejleps$i rovnovahu mezi rozliSenim a pokrytim
celého genomu [25].

Technologie C (3C, 4C, 5C, Hi-C) se lisi zpusobem detekce a rozsahem interakcei, které mohou
ur¢it. Metoda 3C testuje interakci mezi dvéma znamymi misty v genomu, 4C umoziuje
zkoumani vice nezndmych interaktori a jedné znamé sekvence, 5C identifikuje v§echny oblasti
interakce v dané doméné genomu a Hi-C umoznila studovat organizaci chromatinu v rdmci
celého genomu. Dalsi varianty (ChlA-PET, ChIP-Loop) obsahuji navic krok sraZeni proteinu,
ktery umoziuje identifikaci genomovych interakci zahrnujicich konkrétni sledovany
protein [24].
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Obrazek 4: Ptehled metod studia chromatinovych interakci. Pfevzato z [26].
4.1 3C a jeji modifikace

3C-technologie vzdy zahrnuji pét krokt: (1) fixace formaldehydem za ucelem zesitovani
chromatinu v mistech fyzické interakce, (2) §t€peni chromatinu restrikénim enzymem nebo
ultrazvukem, (3) ligace mezi konci DNA zachycenymi na stejny komplex, (4) detekce ligacnich
spoju v zavislosti na zvolené metodé€, (5) vypocetni analyza ke stanoveni frekvenci interakci
zachycenych pii ligaci zesitovaného chromatinu [27]. Zesitovani chromatinu
(tzv. crosslinking) je pojem oznacujici proces, pii kterém dochazi k reakci néjaké latky,
napi. formaldehydu, se dvéma nukleotidy DNA a vznika mezi nimi kovalentni vazba.
Ke vzniku crosslinki muze dochazet na stejném fetézci nebo mezi protilehlymi fetézci
dvouvladknové DNA.

Podstatou 3C metody je detekce frekvenci interakci jediné dvojice genovych lokusa [27].
Genovy lokus je termin oznacujici pfesnou oblast na chromozomu, ve které je kodovan nebo
se vyskytuje piislusny gen/geny. Metoda jako viibec prvni umoznila porozumét 3D organizaci
chromatinu [27]. Vyuziva se naptiklad k testovani interakci mezi promotorem a zesilovacem.
Produkty ligace jsou detekovany pomoci PCR a nasledné gelové elektroforézy nebo
kvantitativni PCR (qPCR) [28]. Zakladni princip 3C metody je v soucasnosti kombinovany
s dal§imi metodami, je tedy zvétSovan rozsah i specifita metod.
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Od metody 3C je odvozena metoda 4C, ktera se 1isi pfedevSim $ir§im rozsahem. Lze diky ni
detekovat interakce mezi jednim specifickym lokusem a vS§emi ostatnimi genomovymi lokusy.
4C zahrnuje standardni pfipravu knihovny 3C a knihovna je poté amplifikovana z mista zajmu.
Toho je dosazeno pouzitim inverzni PCR se specifickymi primery. Produkty PCR jsou nasledné
identifikovany pomoci sekvenovani nebo DNA ¢ipu. Metoda se vyuziva k odhaleni fady
ruznych biologickych jevii, napt. vlivu faktor pluripotence na formovani genomu
embryonalnich kmenovych bun¢k a dopadu duplikaci na organizaci chromatinu [28].

Metoda 5C umoznuje analyzu vSech interakci v konkrétnim lokusu az do n¢kolika megabazi.
Samotna metoda napomohla k objeveni TADS a nadale je vyuzivana k jejich zkoumani. Opét
zahrnuje standardni piipravu 3C knihovny, avSak produkty jsou inkubovany se smési
univerzalnich primerd [28]. Po amplifikaci pomoci PCR nasleduje detekce metodou
sekvenovani nebo DNA ¢ipu [29].

4.2 Hi-C

Metoda Hi-C umoznila zkoumat 3D organizaci celych genomu. Hi-C protokoly vyzaduji jiny
postup pfipravy knihovny nez vysSe zminéné metody, viz Obrazek 5. Pred ligaci fragmentl
obsahujicich crosslinky se kohezni konce fragmenti oznaci nukleotidy s navazanym biotinem.
Po ligaci dochazi k rozruseni crosslinkii a pfipadné dalsi fragmentaci sonikaci. Biotinylované
fragmenty jsou nasledné selektovany prostfednictvim kuli¢ek potazenych streptavidinem.
Ziskané fragmenty jsou analyzovany pomoci vysoce vykonného paired-end sekvenovani, které
umoznuje sekvenovani z obou stran fragmentu DNA, a tim poskytuje informaci o sekvenci.
Nasledné bioinformatické vyhodnoceni urci, kam maji byt v rdmci genomu jednotliva ¢teni
umisténa [30].

Rané studie vyuzivajici metodu Hi-C odhalily do té doby neznamé vlastnosti chromatinu,
naptiklad rozdéleni genomu do kompartmentd, TADs a sub-TADs [31]. Hi-C data s vySSim
rozliSenim byla pfedstavena v roce 2014 v navaznosti na vyvoj in situ Hi-C, kde se ligace
provadi v neporusenych jadrech. To umoznuje vizualizaci struktur malého rozsahu vcetné
genomové analyzy regulacnich interakci a vizualizace kontaktnich domén pfili§ malych na to,
aby byly diive detekovany [32]. Metoda Hi-C je jedine¢na ve své schopnosti zkoumat rozsahlé
struktury a kontakty velmi dlouhého dosahu. Zaroven neni schopna tak vysokého rozliSeni jako
jiné metody, pocet kontaktd pro jakykoli dany lokus je zhruba stokrat niz$i nez u 5C [33].
Nejnovéjsi soubory dat ziskané pomoci Hi-C mohou poskytovat rozliseni ptiblizné kilobaze
(kb) [32]. Zvyseni citlivosti testti Hi-C je pfimo umérné hloubce sekvenovani a dalsi snahy jsou
do zna¢né miry omezeny financ¢ni narocnosti projekta.

Jednim z aspektil experimentli Hi-C je obrovsky objem a sloZitost generovanych sekvencnich
dat. Pro zpracovani a analyzu dat jsou tedy nutné vypocetni nastroje a dovednosti v oblasti
bioinformatiky. Hlavni strategie analyzy dat nejCastéji spociva ve vizualizaci do tzv. heat map
pomoci softwaru pro analyzu dat.
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A Indukce a izolace crosslinkd B Fragmentace a znaceni biotinem C Ligace a izolace DNA

D Odstranéni biotinu a fragmentace  E Izolace DNA a sekvenace
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Obrazek 5: Princip metody Hi-C. A) Interakce chromatinu uvnitf i mezi chromozomy jsou stabilizovany tvorbou
crosslinkit (= komplexd protein/DNA) indukovanych formaldehydem. B) Chromatin se $§tépi restrikénim
enzymem a konce jsou oznaéeny biotinem. C) Fragmenty DNA v crosslinkovanych komplexech jsou ligovany za
vzniku chimérickych molekul DNA. D) Biotin je odstranén z koncti linearnich fragmentii a molekuly jsou dale
fragmentovany, aby se snizila jejich celkova velikost. E) Molekuly s navazanym biotinem jsou vyizolovany
pomoci magnetickych kuli¢ek potazenych streptavidinem a upraveny pro masivné paralelni hluboké sekvenovani.
Pievzato z [30], upraveno.

4.3 ChlIP-Loop

ChIP-Loop je technika, ktera je zalozena na chromatinové imunoprecipitaci
a 3C-technologiich. Zacatek protokolu je totozny S ptipravou 3C knihovny, chromatin je
formaldehydem crosslinkovan a nastépen. Nasledné je pridana protilatka proti sledovanému
proteinu, pomoci které dochdzi k obohaceni (tzv. imunoprecipitaci) komplexa
protein-DNA [34]. Ligace probiha, zatimco je k chromatinu stale vazana protilatka.
K identifikaci hledanych interakci se pak pouziva qPCR. Hlavni vyhodou ChIP-Loop je snizeni
Sumu na pozadi v experimentech 3C a vyS§i specificnost vybérem zndmého proteinu
zprostiedkujiciho interakci DNA-DNA.

4.4 ChlP-seq

ChlP-sequencing poskytuje genomové profilovani oblasti DNA, kde dochazi k modifikaci
histoni nebo vazbé transkripénich faktort a dalSich proteini. Kombinuje selektivitu ChIP
k ziskani specifickych komplexii protein-DNA s vykonem sekvenovani NGS. Navic, protoze
se komplexy protein-DNA ziskavaji ze zivych bunék, 1ze vazebna mista srovnavat v riznych
typech bun¢k a tkanich nebo za riznych podminek. Hlavni vyhodou je vys$si rozliSeni a snizeni
Sumu oproti metodé ChIP-chip (chromatinova imunoprecipitace na ¢ipu) [35]. Nevyhodou
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ChlP-seq jsou finan¢ni naklady, navic metoda vyzaduje vétsi mnozstvi tkané, coz muze byt
u ne¢kterych vzacnych vzorkt problém [36].

4.5 ChlA-PET

Chromatin interaction analysis by paired-end tag sequencing neboli ChIA-PET kombinuje
ChIP s technologii analyzy konformace chromatinu. Umi detekovat vzajemné interakce
vzdalenych oblasti DNA prostiednictvim vychytavani proteinu zajmu [37]. Metoda ChlA-PET
se da pouzit napiiklad k odhaleni kontrolnich mechanismd v genomu béhem procest, jako
je bunécna diferenciace. Crosslinkovany chromatin se $tépi, vzniklé komplexy DNA-protein
jsou znaceny protildtkami namifenymi proti proteinu zprostiedkovavajicimu interakci. Na
konce DNA jsou pfipojeny tzv. linkerové sekvence s navazanym biotinem, coz usnadiuje jejich
vzajemnou ligaci a ndaslednou izolaci pomoci streptavidinovych magnetickych kulicek.
Vznikaji hybridni fragmenty DNA ze dvou riznych oblasti genomu. Pfipravena knihovna je
nasledn¢ analyzovana masivné paralelnim sekvenovanim [38]. Nejvétsi nevyhodou je, Ze

vvvvvv

jsou tim padem vyzadovany opakované experimenty [37].
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5 CHRONICKA LYMFOCYTARNI LEUKEMIE

Nédorova onemocnéni patii mezi nejcastéj$i pficiny umrti na celém svété a jejich vyskyt
neustale nartistd. Mohou postihnout témét kazdou Cast lidského téla. Pfes mnohaletou snahu
porozumét mechanismiim vzniku téchto onemocnéni neumime CcCasto vysvétlit, proc
se U konkrétnich pacientli objevi. Nadorova burika je velice podobna ostatnim buitkam v téle,
nepfichazi zvenci, ale vznikd z bun€k télu vlastnich procesem postupného hromadéni mutaci.
V urc¢itém okamziku dochazi ke ztraté kontroly nad bunécnymi procesy, buiky zaCinaji
autonomn¢ rust a vznikd zivotaschopny novotvar, ktery mize cely organismus ohrozit na
zivote. Pochopeni molekularnich procesti vedoucich ke vzniku mutaci a nalezeni konkrétnich
mutaci typickych pro jednotlivé diagnozy je cilem mnoha vyzkumnych projekti.

Specialni pozornost si zaslouzi hematoonkologické malignity, pod které spadaji mimo jiné
leukémie — nadorova onemocnéni krvetvorby, ktera se nejCastéji vyznacuji zmnozenim
leukocytt. Dle rychlosti pribéhu onemocnéni je délime na akutni a chronické, dale podle
krvetvornych bunék, ve kterych doslo ke zvratu, na lymfocytarni, myeloidni a jejich podtypy.

5.1 Charakteristika chronické lymfocytarni leukémie, diagnéza a
vyskyt

Chronické lymfocytarni leukémie (CLL) je nejcastéjSim druhem leukémii dospélych pacientii
v Evropé a Severni Americe [39]. Jedna se o onemocnéni s nizkou malignitou, avSak s velmi
riznorodym klinickym pribéhem. Vznika z B-lymfocytt, které se diky schopnosti unikat
apoptdze mohou hromadit v krvi, kostni dieni, lymfatickych uzlinach, ale 1 jinych orgéanech.
To mé za nasledek utlumeni krvetvorby, tedy nedostate¢nou produkci zdravych erytrocyti,
leukocytti a trombocytt [39].

Pacienti s CLL mohou mit roky aZ desetileti dlouhé bezptiznakové obdobi. Onemocnéni
se rozviji velmi pomalu, takZe jedinym detekovatelnym piiznakem je abnormalita v krevnim
obraze, konkrétné lymfocytéza v periferni krvi. K diagnéze v ¢asnych stadiich ¢asto dochazi
ndhodné na preventivnich prohlidkach pfi rutinnich odbérech. Mezi dalsi pfiznaky patii
zvétSeni lymfatickych uzlin, sleziny nebo jater. Za Casté ptiznaky, tzv. B-symptomy typické
pro B-lymfopoliferaci, 1ze povaZzovat no¢ni poceni, horecky, ubytek hmotnosti, ktery mlize
piejit az do kachektizace, anémie €i trombocytopenie s krvacivymi ptiznaky. Pacienti maji také
vys$$i riziko infekénich onemocnéni [39].

Stanovit diagnézu Ize podle n&kolika kritérii a fadou vySetteni. Mezi zakladni vySetfeni patii
laboratorni vySetfeni vzorku krve. Pro stanoveni diagnézy CLL je vyZadovano minimalné
5x10° lymfocytt v 1 1 periferni krve, které jsou malé, vyzralé, maji uniformni morfologii
a charakteristicky ~ imunofenotyp dle  flow-cytometrie.  Dal§im  vySetfenim  je
imunofenotypizace, kterd je provadéna metodou pritokové cytometrie, a umoziluje urceni
piislusnosti bun€k podle antigennich molekul na jejich povrchu. Pro CLL bunky je typicka
zvysena exprese CDS5, CD19 a CD23 a naopak nizsi exprese CD20, CD79b a povrchovych
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imunoglobulint [40]. Kromé toho byla u vétsiny CLL bunék prokazana exprese povrchového
receptoru RORI1. Tyto zdkladni metody dopliiuje cytogenetické vysSetfeni pro zjiSténi
chromozomalnich aberaci.

CLL tvofti 30 % vsSech diagnostikovanych leukémii. Vyjimecné se objevuje u osob mladSich
padesati let. Je dvakrat Cast€jsi u muzi nez u zen [41]. U Zen dochazi k propuknuti onemocnéni
piiblizné o 6 let pozdé&ji. Ve vysledku nastava vyrovnani incidenci mezi zenami a muzi starSimi
50 let. Median véku pacienti v dob¢ diagnozy je 70 az 72 let [40]. I pies velké pokroky v 1é¢bé
dochazi u mnoha pacient po ukonceni terapie k opétovnému propuknuti onemocnéni a CLL
zustava nevylécitelna.

5.2 Patogeneze onemocnéni

Ptesnou patogenezi CLL stile nezname, avSak probihaji studie se snahou zjistit roli antigennich
stimulaci, naruSeni apoptdzy a vlivu mikroprostiedi. Pacienti s timto onemocnénim se daji
rozd¢lit do dvou skupin s rozdilnym klinickym pribéhem v zévislosti na muta¢nim statusu gent
variabilni ¢asti tézkého fetézce imunoglobulini (IGHV) [39]. Také chromozomové aberace
maji vyznamnou roli u tohoto onemocnéni. Mezi aberace se znamym prognostickym
vyznamem patii delece oblasti 11q, 13q, 17p a trizomie chromozomu 12. Dal§imi potencialnimi
zménami Vv leukemickych buiikach muze byt napt. zmnozeni 2p, delece 6q21, duplikace 8q24,
ptestavby 14q32 a komplexni karyotyp [42]. K somatickym mutacim dochazi s vétsi Cetnosti
naptiklad v genech ATM, TP53, SF3B1, NOTCH1, MYD88, ATM, BIRC3, XPO1, CHD2, POT1
nebo KRAS.

Mutacéni status IGHV se zjistuje béhem standardnich vySetfeni pfi diagnéze CLL. IGHV
se podili na tvorbé B-bunécného receptoru (BCR). Jako nemutovany je oznacovan gen IGHV,
ktery se shoduje v minimalné 98 % sekvence se zarodec¢nou linii. Mutace v IGHV vznikaji
pfirozenym vyvojem B lymfocytl, nelze je oznacit za patogenni. S mutovanym IGHV
se setkdme ptiblizn€ u 60 % pacientd s CLL. Naopak u zbylych 40 % nemocnych se vyskytuje
IGHV nemutovany, protoZze B lymfocyty neprojdou procesem somatické hypermutace genti
kodujicich IGHV. VySetfeni mutacniho statusu IGHV je dulezité pro ur¢eni progndzy
pacientu [43].

Somatické mutace u CLL bun¢k byly objeveny piedevsim v genech, které se ti¢astni apoptdzy,
mechanismi opravy DNA a kontroly bunééného cyklu. K nejvyznamnéjsim mutacim a delecim
dochazi v genech TP53 a ATM, které se podili na opravé DNA. Gen TP53 patii mezi dulezité
tumor supresorové geny a koduje protein p53 fungujici jako senzor poSkozeni DNA. Produkt
genu ATM je dilezity pro opravu dvoufetézcovych zlomu DNA [44].

Chromozomalni aberace jsou diagnostikovany pomoci metody FISH (fluorescencni in situ
hybridizace), kterd patii mezi molekuldrné cytogenetickd vySetfeni. Mezi nejcastéji
vySetiované vady na chromozomech patii delece na chromozomu 11q (delllq), delece
na chromozomu 13q (del13q), delece na chromozomu 17p (del17p) a trizomie chromozomu 12.
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5.3 Prognoza

Pribéh CLL byva velmi heterogenni. Klinické stddium se stanovuje na zédkladé vyhodnoceni
rizika progrese nemoci. Pro klasifikaci stupné pokrocilosti onemocnéni se vyuzivaji dva
systémy klinického stagingu zavedené Raiem a Binetem. Prognosticky systém dle Raie z roku
1975 mél ptivodné 5 prognostickych skupin, ale systém byl neddvno modifikovan pouze na tfi
skupiny, stejné jako klinicka klasifikace CLL dle Bineta, kterd pochazi z r 1981.

V poslednich letech doslo k fadé novych objevi, které napomohly posunu v 1é¢bé CLL natolik,
ze vyse zminéné systémy uz nestaci, protoze neumi uspokojivé predikovat vyvoj onemocnéni.
Rai a Binet opfeli své klasifika¢ni systémy o klasické prognostické faktory (koncentrace
hemoglobinu, po¢et trombocytl, postizeni lymfatickych organt a lymfocyto6za). Prognosticky
vyznam ma také dynamika nartistu poctu lymfocyta v krevnim obraze, delsi zdvojovaci Cas je
spojen s delsim piezitim. Pokud ma pacient podet lymfocytii nad 50x10°, je pravdépodobnost
pieziti ptiblizné 4-5 let, s lymfocyty pod 50x10° pak 6 a vice let [45].

Se zavedenim molekularné¢ biologickych metod, jako je napi. metoda FISH ¢i sekvenovani
nové generace, zacal byt kladen diiraz na molekularné genetické markery jako na nové
prognostické faktory, které umoziuji stanovit individualni prognézu. Standardni klinicka
vySetfeni jsou bézn€ doplnéna o vySetfeni somatickych hypermutaci v genu IGHV,
chromozomalnich aberaci a genovych mutaci.

Pomoci mutaéni analyzy IGHV muiZeme CLL pacienty rozdélit do dvou skupin. U prvni
skupiny je onemocnéni odvozeno z B-lymfocyti, u kterych doslo k somatické hypermutaci,
tedy k preskupeni genu IGHV v reakci na uréity antigen. Druha skupina nese nemutovany gen
IGHV, coz byva casto spojeno s nepiiznivymi cytogenetickymi abnormalitami, agresivnim
priabéhem onemocnéni a horsi prognoézou.
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Obrazek 6: Kaplan-Meierovy kiivky preZiti u CLL na zakladé mutaéniho statusu IGHV. Pievzato z [45],
upraveno.
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Pacienti s normalnim karyotypem maji pravdépodobnost pieziti i 15 let.[46] Doba pieziti vSak
byva vyrazn¢ zkracena v piipadé delece 11q22-q23 (oblast kodujici gen ATM), ktera je
detekovana u 10-20 % pacientii s CLL. Nejzavaznéjsi chromozomova aberace je delece 17p13
(oblast kodujici gen TP53), ktera je detekovana u 10-15 % pacientd [39]. Samostatné ¢i
v kombinaci s del 17p se ¢asto muze vyskytovat i mutace TP53, coz ma také negativni vliv na
preziti. Pacienti s timto poskozenim obvykle $patné reaguji na 1é¢bu imunochemoterapii [42].
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Obrazek 7: Kaplan-Meierovy krivky pieZiti u CLL podle typu chromozomalnich aberaci. Pfevzato z [42],
upraveno.

5.4 Lécba

CLL je onemocnéni s nizkou malignitou. Pacienti bez klinickych pfiznaki jsou pouze sledovani
a aktivni 1écba je zahdjena, pokud onemocnéni vyrazné progreduje, to mize byt spojeno napf.
s klesajicim mnozstvim erytrocytl a trombocytl, hepatosplenomegalii vytvarejici mechanické
potize, vyraznou unavou, ubytkem hmotnosti apod. [39].

CLL se vétSinou podaii zachytit v pocatecnich stadiich diky béznym vySetfenim krevniho
obrazu u praktického lékatre. Mnohdy ani nedojde k zahdjeni terapie, asi v poloviné piipadi,
neni na zéklad¢ klinického stavu nutné zahdjit terapii a nasleduje strategie watch-and-wait.
Podle individualniho posouzeni klinického stavu pacienta a prognostickych faktort se
stanovuje vhodna terapie. U velké ¢asti pacientl vS§ak dochézi k relapsu a onemocnéni se stava
rezistentnim na terapii. Proto je aktudlné kladen dtiraz na vyvoj 1é€iv, jez budou cilena na urcité
proteiny a signalni drahy souvisejici s patogenezi CLL. V soucasné dobé se hojné vyuziva lécba
latkami inhibujicimi signalizaci pfes B-bunéény receptor ¢i inhibitor antiapoptického proteinu
Bcl-2 [39].
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Pacientim s CLL, ktefi maji velmi Spatnou prognézu, miize byt nabidnuta alogenni
transplantace krvetvorné tkané, je vsSak nutné zvazit celkovy klinicky obraz pacienta.
Transplantace piindsi mnoho komplikaci, takze je doporucovana pouze lidem v dobré kondici.

5.5 Bunééna linie HG-3

Pocatkem 20. stoleti se poprvé povedlo udrzet odebrané buiiky nazivu i mimo organismus. Jako
klicové se ukazalo nastaveni optimalnich podminek pro jejich mnozeni. Kultivované bunky
muzeme z hlediska stafi délit do t¥i skupin: primarni kultury (primokultury), bunééné kmeny
a bunééné linie.

Primérni kultury tvoii Cerstvé odebrané bunky z organismu. Vyznacuji se kratkou zivotnosti
v fadu maximalné¢ nékolika dni, poté je potieba buiiky prevést do nového média - tzv. pasazovat.
Z primarni kultury, ktera podstoupila minimaln¢ jednu pasdz, mize vychdzet bunény kmen.
Zde uz mluvime o stabilni kultufe normalnich diploidnich bunék, které piezivaji 40-50 déleni,
nez zaniknou. Nakonec buné¢né linie jsou jiz adaptovany na podminky in vitro a maji schopnost
se neomezen¢ dlouho mnozit, a tim se podobaji nddorovym bunkdm.

Bunééné linie mohou vytvatet bunky izolované znadori, anebo vznikaji transformaci
bunéénych kmenti. Snad nejznaméjsi nadorovou bunécnou linii je Hela, pochazejici z bunék
izolovanych z karcinomu délozniho hrdla Henrietty Lacksové. Nadorové bunécné linie jsou
velmi vyuzivané pii vyzkumnych studiich, protoze jsou malo narocné na ristové faktory
a hormony, zaroven je lze neomezen¢ pasazovat, nebot’ u nich nedochazi ke zkracovani
telomer, obvykle se snadno mnozi a kultivuji. Nepodléhaji tzv. Hayflickovu limitu (maximalni
pocet bunécnych délent).

Dalsim ptikladem bunécné linie izolované z nadorového onemocnéni je linie HG-3, kterd je
odvozena z chronické lymfocytarni leukémie. HG-3 je slozena ze tii subklont, z nichz kazdy
nese klonové specifické aberace, genovou expresi a vzory methylace DNA. Zatimco vSechny
leukemické bunky darce exprimovaly zvySené¢ CDS5, dva ze tii subklont HG-3 tento marker
ztratily. Praveé variabilita téchto subklont nesoucich jednotlivé mutace a charakteristické sady
odlisné exprimovanych geni mohou byt uzite¢né pro rizné regulacni a funkéni studie [47].

HG-3, ktera patii mezi lymfoblastoidni bunééné linie (LCL), byla vytvotfena z klonu pacienta
SCLL, jehoz leukemické bunky byly in vitro infikovany ¢asticemi viru EBV
(virus Epstein-Barrové). Virové proteiny funguji jako transkripéni faktory kontrolujici rust
a pfezivani, zajistuji tak imortalizaci (= moznost nekone¢ného dé¢leni) leukemickych bunék.
Srovnani HG-3 linie se dvéma LCL vytvofenymi z normalnich B lymfocyti ukazalo, ze
32 gent je u HG-3 exprimovano ve vice nez dvojnasobnych hladinach. Mezi nimi byly
naptiklad LHX2 a LILRA. Tyto geny mohou hrat roli ve vyvoji onemocnéni [48].
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Karyotype HG patient’s cells

i l;mﬁmmm Woae 38 de e 1T
B R EEREERELEETEE 8'8 4§
0‘0 l'i | | u ‘ | :

A I T IR Y #¢ &8 Aps X% BE a3

M PO v s LR 1 s aa L]

Obrazek 8: Karyotyp bunééné linie HG-3 a bunék darce. Prevzato z [48].
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6 MATERIAL

Experimenty byly provadény na bunééné linii HG-3, kterou pracovisti laskavé poskytl
prof. Richard Rosenquist Brandell z Uppsala University ve Svédsku. Jedna se o kulaté buiiky
rostouci v suspenzi, které tvoii mensi shluky a lehce pfisedaji ke dnu. Buniky byly kultivovany
v médiu RPMI 1640 se stabilnim glutaminem a 25mM HEPES pufrem s pfidavkem fetalniho
bovinniho séra (findlni koncentrace 10 %), penicilinu (findlni koncentrace 100 U/ml)
a streptomycinu (findlni koncentrace 100 ng/ml). Buiky byly pasdzovany dvakrat tydné
s fedénim v poméru 1:2 aZz 1:6. Kultivace probihala v inkubatoru s fizenou 5% koncentraci
oxidu uhlic¢itého, kterd zajist'uje optimalni pH kultivacniho média.

Obrazek 9: Suspenze HG-3 bunék v RPMI 1640 médiu zachycena svételnym mikroskopem. (Foceno Mgr.
Hanou Svozilovou v CEITEC MU).
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/7 METODY

Pro analyzu leukemickych bunck jsme se rozhodli vyuzit moderni metodu Hi-C, ktera
umoziuje stanovit interakce chromatinu a strukturni aberace. Na bunééné linii HG-3, odvozené
od CLL, jsme vyzkouseli ptipravu Hi-C sekvenaéni knihovny pomoci tfi rliznych komeréné
dostupnych kiti. EpiTect Hi-C Kit od firmy Qiagen umoziiuje zachytit predevsim interakce na
delsi vzdalenost. Toho je docileno vyuzitim restrikéniho enzymu, ktery S§tépi chromatin
V mistech obsahujicich specifickou sekvenci, coz je obecné pouzivany pristup pro generovani
Hi-C knihoven. U enzymu dodaného v ramci EpiTect Hi-C kitu §lo konkrétn¢ o sekvenci
GATC. Naproti tomu firma Dovetail Genomics vyuziva enzymy, které S$tépi genom
vV ndhodnych mistech. Tim je zajiSténo sekvenacni pokryti celého genomu a ziskani pfesnéjsi
informace o jeho organizaci. Dovetail™ Micro-C Kit od firmy Dovetail Genomics pouziva pfi
pripravé sekvena¢ni knihovny MNazu. Jedna se o enzym, ktery §tépi DNA mezi jednotlivymi
nukleozomy, tedy v misté linkert. Vznikaji malé fragmenty s pfiblizné stejnou délkou. To
umoznuje vysledovat interakce na velmi kratkou vzddlenost, ale naopak nemusi byt po analyze
dat viditelné interakce vzdalenégjsi. Dovetail™ Omni-C Kit od firmy Dovetail Genomics
pouziva DNézu, kterd $t€pi ndhodné s nepravidelnymi rozestupy, po Stépeni tedy vznikaji
fragmenty rizné délky. Kit umoziuje zachytit jak interakce s kratkym, tak i s del$im rozsahem.

vvvvv

interakci az po genotypizaci a urc¢eni haplotypu.
7.1 Pouzité chemikalie:
EpiTect Hi-C Kit (Qiagen)

e Phosphate buffered saline

(PBS) e MinElute® DNA Spin

37% formaldehyde Columns

3M Tris, pH 7.5 * BufferEB

1% SDS e Buffer SB1

10% Triton X-100 e ER/A-Tailing Buffer

100% isopropanol e ER/A-Tailing Enzyme Mix
80% ethanol e Adapter Ligation Buffer

3M sodium acetate, pH 5.2 * 2x HiFi PCR Master Mix
RNase-free water e Primer Mix Illumina Library

Amp

Streptavidin Beads

Bead Wash Buffer 1

Bead Wash Buffer 2

Bead Resuspension Buffer
Adapter Ligation Buffer
Illumina Adapter

QIlAseq Beads

Buffer C1

Hi-C Digestion Buffer
Hi-C Ligation Buffer
Ultralow Input Ligase

Hi-C digestion enzyme
Hi-C End Labeling Mix
Hi-C End Labeling Enzyme
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Dovetail™ Micro-C Kit a Dovetail™ Omni-C Kit (Dovetail Genomics)

TE Buffer pH 8.0

10x Wash Buffer

TWB Solution

NTB Solution

LWB Solution

NWB Solution

Chromatin Capture Beads
Crosslink Reversal Buffer
Streptavidin Beads

RBC Lysis Buffer

20% SDS

MNase Enzyme Mix / Nuclease
Enzyme Mix

Nuclease Digest Buffer

100 mM MgCl;

0.5 M EGTA (Egtazic Acid)
0.5 M EDTA

End Polishing Buffer

Bridge Ligation Buffer

Bridge Ligase

Bridge 0

Intra-Aggregate Ligation Enzyme
Mix

Intra-Aggregate Ligation Buffer
Proteinase K

250 MM DTT

HotStart PCR Ready Mix

37 % Formaldehyde Solution
Phosphate buffered saline (PBS)
100% ethanol
UltraPure™
Distilled Water
DNA Clean & Concentrator™-5
DSG (Disuccinimidyl Glutarate)

DNase/RNase-Free

(Ethylenediaminetetraacetic Acid) DMSO  (Dimethyl  Sulfoxide,
e End Polishing Enzyme Mix Anhydrous > 99.99%)
Kontrola kvality a kvantity DNA
e Qubit® dsDNA HS Assay Kit (ThermoFisher Scientific)
e High Sensitivity D1000/D5000 ScreenTape (Agilent Technologies)
e High Sensitivity D1000/D5000 Sample Buffer (Agilent Technologies)
e DNF-474 High Sensitivity NGS Fragment Analysis Kit, (1-6000 bp)
(Agilent Technologies)
Sekvenovani

NEBNext® Ultra™ II DNA Library Prep Kit for [llumina®

SPRIselect® Beads

NextSeq 500/550 Mid Output Kit v2.5 (150 cycles) (Illumina)
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7.2 PouZzité pristroje:

e Vortex Genie®2 / 2T / 2Digi (Scientific Industries)
e Memmert WNE 14 (Verkon)
e Eppendorf Thermomixer comfort (Eppendorf)
e Eppendorf Centrifuge 5810/5810 R (Eppendorf)
e Eppendorf MiniSpin Plus (Eppendorf)
e Dual Fluorescence Cell Counter LUNA-FL™ (Logos Biosystems)
e Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen)
e 2200 TapeStation System (Agilent Technologies)
e Fragment Analyzer™ Automated CE System (Advanced Analytical)
e 5220 Focused-ultrasonicator (Covaris®)
e Biometra TAdvanced thermal cycler (Analytik Jena AG)
NextSeq 500 Sequencing System (Illumina)

7.3 EpiTect Hi-C Kit

7.3.1 Krok 1: Stabilizace chromatinu a bunécna lyze

HG-3 buiiky byly nejdiive vystaveny ptsobeni 37 % formaldehydu, aby byl indukovan vznik
crosslinkd chromatinu. Po inkubaci 10 minut byly jeho G¢inky neutralizovany ptidanim 3M
Tris pufru, pH 7.5. Bunky byly vystaveny teplotnimu Soku a nasledné piepocitany pomoci
fluorescen¢niho hemocytometru Dual Fluorescence Cell Counter LUNA-FL™., Pro dal$i krok
bylo pouzito 5 x 10° bun&k. Nasledovala bun&éna Iyza a §tépeni chromatinu pomoci enzymu,
ktery $tépi specificky v mistech obsahujicich sekvenci GATC.

7.3.2 Krok 2: Znaceni biotinem a rozrusSeni crosslinka

Ke vzorku byly pfidany biotinylované nukleotidy a liga¢ni mix. Po 2hodinové inkubaci
nasledovalo rozruseni vazeb v crosslinkovaném chromatinu pomoci proteinazy K. DNA byla
precisténa za pouziti piecistovacich kolonek MinElute® DNA Spin Columns.

7.3.3 Krok 3: Priprava Hi-C knihovny

Prvnim krokem ptipravy knihovny byla mechanicka fragmentace provedena na ultrazvukovém
sonikatoru $220 Focused-ultrasonicator (Covaris®). Cilem bylo ziskat fragmenty o primérné
délce 400 az 600 bp. Purifikovana DNA byla smichana se streptavidinovymi kulickami, aby
doslo k vyvazani biotinylovanych fragmentt. Déle byly upraveny konce fragmenti, aby mohlo
dojit k navazani adaptéri. DalSim krokem byla amplifikace knihovny pomoci chemie dodané
vyrobcem. Amplifikace byla provedena v piistroji Biometra TAdvanced, ktery byl nastaven na
uvedeny program, viz Tabulka 1.
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Faze Teplota Cas Pocet cykli
Aktivace enzymi 98 °C 2 minuty 1
Denaturace 98 °C 20 sekund
Hybridizace 60 °C 30 sekund 7
Elongace 72 °C 30 sekund
Extenze 72 °C 1 minuta 1
12 °C Podrzet do vyzvednuti vzorku 1

Tabulka 1: Nastaveny program pristroje Biometra TAdvanced.

Ovéfeni kvality pfipravené knihovny probéhlo pomoci Qubit® fluorometru a 2200 TapeStation
System.

7.4 Dovetail™ Micro-C Kit

7.4.1 Krok 1: Stabilizace chromatinu a bunécna lyze

Nejdiive byla zméfena koncentrace HG-3 bunck v suspenzi pomoci fluorescen¢niho
hemocytometru Dual Fluorescence Cell Counter LUNA-FL™., Pro vstupni krok protokolu
Micro-C bylo pouzito 1 x 108 bung&k, coz odpovida doporuéeni vyrobce. Buiiky byly vystaveny
teplotnimu Soku uloZenim bunééného peletu na -80 °C. Po cca 60 minutach byl indukovan
crosslinking plisobenim 37% formaldehydu. Nasledovalo $tépeni chromatinu pomoci MNazy
— enzymu, ktery $tépi nespecificky v celém genomu, avSak v pravidelnych rozestupech.
Vznikaji tak fragmenty s pfiblizné stejnou délkou. Po 15 minutach byla enzymaticka reakce
zastavena piidanim kyseliny egtazové (EGTA). Poté probéhla bunééna lyze. Cast lyzatu byla
pouzita pro kontrolu kvality, zbyly material byl uchovan pro pouziti v dal§im kroku za
piedpokladu, Ze kontrola kvality poskytla uspokojivé vysledky.

Kontrola kvality spocivala v izolaci a preciSténi DNA pomoci DNA Clean & Concentrator™-5
kitu, ktery vyuziva centrifugacni kolonky. Nasledné byla purifikovana DNA kvantifikovana na
Qubit® fluorometru.

7.4.2 Krok 2: Znaceni biotinem a rozruseni crosslinka

Pro ptipravu Hi-C knihovny bylo pouZzito 1000 ng buné¢ného lyzatu ziskaného v predchozim
kroku protokolu. Po izolaci crosslinkovaného chromatinu probéhla uprava konci DNA
fragmentli a znaceni biotinem. Konce fragmentli byly spojeny ligaci. Nasledné¢ doslo
k rozruseni crosslinkl ptisobenim proteinazy K. DNA byla pfecisténa za pouziti magnetickych
kulicek. Bylo ziskano 50 pl supernatantu. Purifikovand DNA byla kvantifikovana pomoci
Qubit® fluorometru. Pro dalsi krok jsme pouzili 150 ng DNA dle doporuceni vyrobce.

7.4.3 Krok 3: Priprava Hi-C knihovny

Tento krok zahrnoval piipravu sekvena¢ni knihovny. K tomu byl vyuzit Kit Ultra™ II DNA
Library Prep Kit for Illumina® od firmy NEBNext®. Nejdiive probéhla iprava koncti DNA
anavazani adaptéri — oligonukleotidovych sekvenci potiebnych pro prichyceni fragmentd
DNA Kk sekvena¢ni komdirce V prubéhu sekvenovani. Adaptéry obsahovaly specifické
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sekvence, tzv. indexy, které pii sekvenovani vice knihoven naraz umoznuji rozpoznat, ktera
¢teni patii jakému vzorku. Nasledovalo precisténi DNA pomoci magnetickych kulicek.

Biotinylované fragmenty byly nasledné¢ zachyceny na kulickach potaZenych streptavidinem.
Takto pfipraveny vzorek byl amplifikovan pomoci Hot Start DNA polymerazy v termocycleru
Biometra TAdvanced, kde se nastavil nasledujici program, viz Tabulka 2.

Faze Teplota Cas Pocet cyklu
Aktivace enzymu 98 °C 3 minuty 1
Denaturace 98 °C 20 sekund
Hybridizace 65 °C 30 sekund 12
Elongace 72 °C 30 sekund
Extenze 72 °C 1 minuta 1

12 °C Podrzet do vyzvednuti vzorku 1

Tabulka 2: Nastaveni programu termocycleru Biometra TAdvanced.

Nasledné probéhlo odstranéni kratkych fragment pomoci magnetickych kuli¢ek. Kvantifikace
pifipravené knihovny byla opét provedena na Qubit® fluorometru. Pomoci piistroje Fragment
Analyzer™ Automated CE System jsme ovéfili distribuci velikosti fragmenti, kterd
se pohybovala v doporu¢eném rozmezi 350 az 1000 bp.

7.5 Dovetail™ Omni-C Kit

Vzhledem Kk velké podobnosti protokoltt Dovetail Omni-C kit a Dovetail Micro-C zde budou
z protokolu Omni-C vybrany pouze odchylky, které v§ak neméni princip ptipravy knihovny.

7.5.1 Krok 1: Stabilizace chromatinu a bunéc¢na lyze

Nejpodstatnéj$im rozdilem mezi kity od firmy Dovetail je pouZiti riznych Stépicich enzymi.
Soucasti Omni-C kitu je DNaza, kterd S$tépi ndhodné v celém genomu s nepravidelnymi
rozestupy. Po Sté€peni tedy ocekdvame fragmenty rtizné délky. Inkubace bun¢k s enzymem trva
30 minut, je tedy dvakrat delsi oproti Micro-C protokolu. Nasledovala kvantifikace vzorku na
piistroji Qubit®. Délka ziskanych fragmenti méfena piistrojem Fragment Analyzer™
Automated CE System.

7.5.2 Krok 2: Znaceni biotinem a rozrusSeni crosslinka

Postup pii tomto kroku se neodliSuje od Micro-C protokolu. Pouzili jsme opét 1000 ng
materidlu ziskan¢ho v predchozim kroku. Po purifikaci rozruSenych crosslinkti jsme pomoci
Qubit® fluorometru naméfili koncentraci. Pro dal§i krok jsme pouzili 150 ng DNA dle
doporuceni vyrobce.

7.5.3 Krok 3: Priprava Hi-C knihovny

Omni-C knihovna byla pfipravena stejné¢ jako Micro-C knihovna. Kvantifikace pfipravené
knihovny byla provedena na Qubit® fluorometru. Pomoci pfistroje Fragment Analyzer™

31



Automated CE System jsme ovéfili distribuci velikosti fragmentl, ktera se pohybovala
v doporuc¢eném rozmezi 350 az 1 000 bp.

7.6 Sekvenovani

Sekvenovani piipravenych knihoven probehlo na pfistroji NextSeqTM 500 Sequencing System
Vv Centralni laboratofi Genomika, CEITEC MU. Pro knihovnu pfipravenou pomoci
EpiTect Hi-C kitu byla pouzita sekvena¢ni chemie NextSeq 500/550 Mid Output Kit v2.5 (150
cycles) (Illumina) dle doporuceni vyrobce. Bylo ziskano 8,7 milionii sekvenac¢nich ¢teni. Zbylé
dvé knihovny pfipravené pomoci chemie od firmy Dovetail se sekvenovaly kitem NextSeq
500/550 Mid Output Kit v2.5 (300 cycles) (Illumina). Vysledny pocty ¢teni byly 4,7 miliond
¢teni (Micro-C) a 3,6 miliont ¢teni (Omni-C).

/.7 Analyza dat

Zpracovani a vyhodnoceni dat provedl bioinformatik Mgr. Ing. Jakub Pawel Porc. Nejdiive
bylo nutné ziskana data zkontrolovat a upravit pro dal$i analyzu. Standardni kontrola kvality
surovych sekvenacnich dat probéhla pomoci néstroje FastQC. Dalsi kontrola kvality byla
zaméfena na ovéteni spolehlivosti detekovanych interakei. Pro knihovnu EpiTect byl pouzit
nastroj HiC-Pro, pro knihovny pfipravené chemii od firmy Dovetail program vyvinuty
vyrobcem kitii. Knihovny EpiTect a Micro-C mély velmi dobré statistiky, avSak data ziskana
z Omni-C knihovny vykazovala nizkou rozmanitost, coz svéd¢i o hrosi kvalité sekvenacni
knihovny. Na zakladé¢ hodnoty tzv. MAPQ skore (= ukazatel kvality mapovani ziskanych
sekvenacnich ¢teni na genomickou sekvenci) byly odstranény fale$né pozitivni interakce.

Pomoci nastroje HiC-Pro a softwaru od firmy Dovetail byly vygenerovany tzv. interak¢ni
matice. Tyto matice poskytuji informace o tom, kolik interakci bylo detekovano mezi
konkrétnimi genomickymi oblastmi. Interakéni matice byly poté upraveny pomoci specialniho
algoritmu (tzv. Knight-Ruiz matrix balancing).

Data z interakénich matic byla promitnuta do heat map pomoci néstroje Juicebox. Nastroj
umoziuje tvorbu heat map s riznym rozlisenim, pfidani riznych anotaci (napiiklad domén)
a porovnani 2 vzorkd navzajem. Nasledovalo statistické vyhodnoceni vyznamnosti interakci
promitnutych do heat map za pouziti nastroje Fit-Hi-C. Hodnoceni bylo provedeno zvlast’ pro
inter- a intrachromozomalni interakce, aby se zvysila statisticka vyznamnost. Pomoci programu
hic_breakfinder byly detekovany strukturni varianty. K pfedbézné identifikaci TADs byl pouZit
nastroj TopDom. Domény byly detekovany v rozliSeni 50 kb. Pro pfesnou analyzu vSak bude
nutné ziskat rozsahlej$i soubor dat.

Na zavér bylo nutné zhodnotit reprodukovatelnost dat. K tomu byl vyuzit nastroj IDR2D, ktery
pocita tzv. Irreproducible Discovery Rate (IDR) hodnotu pro vSechny genomické interakce.
Urcuje, kolik interakénich oblasti mezi 2 interakénimi maticemi se statisticky vyznamné 1i8i.
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8 VYSLEDKY

8.1 Kontrola fragmentacnich profila

Délky ziskanych fragmentii jsme ovéfili na pfistroji 2200 TapeStation System a Fragment
Analyzer™ Automated CE System. Pro kity Dovetail™ Micro-C Kit a Dovetail™ Omni-C Kit
jsme zjistovali délky fragmentti po chemické fragmentaci. EpiTect Hi-C Kit byl nésledné
podroben jest¢ mechanické fragmentaci, fragmentani profil jsme tedy kontrolovali az

V pozd€jsim kroku.
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Obrazek 10: Kontrola fragmenta¢niho profilu po $tépeni chemii Micro-C na p¥istroji TapeStation. Dle
vyrobce by po Stépeni mély byt detekovany fragmenty dlouhé piiblizné 146 bp a 40-70 % vSech ziskanych
fragmentii by mélo byt v rozsahu 50-250 bp. Nami ziskané fragmenty mély primérmou délku 152 bp a rozsah
50-250 bp zaujimalo 52,22 % viech ziskanych fragmentt. Stépeni tedy probéhlo uspésng.
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Secar Anatysis

Obrazek 11: Kontrola fragmenta¢niho profilu po Stépeni chemii Omni-C na pfistroji Fragment Analyzer.
Dle vyrobce by po $tépeni mély byt detekovany fragmenty dlouhé 50 az 5000 bp a vice nez 50 % vsech ziskanych
fragment by mélo byt v rozsahu 100 az 2500 bp. Nami ziskané fragmenty mély primérnou délku 365 bp a rozsah

100-2500 bp zaujimalo 80,1 % viech ziskanych fragmenti. Stépeni tedy prob&hlo Gsp&iné.

Obrazek 12: Kontrola fragmentacniho profilu po $tépeni chemii EpiTect Hi-C a mechanickém $tépeni na
pristroji Covaris. Dle vyrobce je po §tépeni ocekavana primérna délka fragmentti 400 az 600 bp. Primérna délka

nami ziskanych fragmentl byla o néco mensi, nicméné fragmenty v ocekdvaném rozmezi jsme ziskali.
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8.2 Kontrola kvality sekvena¢nich knihoven a kvantifikace na
Qubit® fluorometru

V zavéru vech protokold bylo potieba opét oveéfit kvalitu vSech piipravenych knihoven pomoci
pfistroje 2200 TapeStation System a Fragment Analyzer™ Automated CE System. Zde jsme
ziskali velmi podobné hodnoty, které spliiovaly doporucené rozmezi 350 az 1000 bp.

Dovetail™ Micro-C Kit a Dovetail™ Omni-C Kit vyzadovaly kvantifikaci na Qubit®
fluorometru jak po stabilizaci chromatinu a bunééné lyzi (krok 1), tak po znaceni biotinem
arozruseni crosslinkt (krok 2), ale i na konci protokolu pii ovéfovani kvality pfipravenych
knihoven (krok 3). Pro EpiTect Hi-C Kit se stanovovala kontrola az na konci celé ptipravy
sekven¢ni knihovny.

po 1. kroku po 2. kroku po 3. kroku
Dovetail™ Micro-C Kit | 15,5 ng/ul 7,74 ng/ul 32,6 ng/ul
Dovetail™ Omni-C Kit | 2,54 ng/ul 9,99 ng/ul 52 ng/ul
EpiTect Hi-C Kit - - 0,483 ng/pl

Tabulka 3: Vysledné koncentrace pro jednotlivé kity po kazdém kroku.

Vysledna koncentrace EpiTect Hi-C knihovny byla pomérné nizka, 0,483 ng/ul, nicméné pro
sekvenacni reakci bylo toto mnozstvi dostacujici.
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8.3 Kontrola kvality sekvenaénich dat

Ziskana data bylo potfeba nésledné¢ zkontrolovat. Z celkového pocétu parovych cCteni nas
zajimala mapovana parova Cteni, kterd byla Uispé$né mapovéana na referenéni genomickou
sekvenci. Jako vyslednd parova ¢teni jsou pak myslena mapovana Cteni, kterd ziistala po
odfiltrovani falesné pozitivnich interakeci.

EpiTect Hi-C Kit

Dovetail™ Micro-C
Kit

Dovetail™ Omni-C
Kit

Celkovy
parovych Cteni

pocet

8,71 X 10° (100 %)

4,72 X 10° (100 %)

3,59 X108 (100 %)

Mapovana  parova | g 58 X106 (98 %) 4,44 X 10° (94 %) | 3,25 X 10° (91 %)
Cteni
Vysledna  parova | 377 X 105(40 %) | 3,63 X 105(76 %) | 2,76 X 106 (72 %)
Cteni

Tabulka 4: Vysledna statistika kontroly kvality sekvenaé¢nich dat pro jednotlivé Kity.

Nasledné jsme stanovili podily jednotlivych druhtt parovych ¢teni pro kazdy kit. Cis ¢teni
pochazi z intrachromozomalnich interakei, tedy interakci v ramci jednoho chromozomu, trans
Z interchromozomalnich interakci, coZ jsou interakce mezi dvéma rliznymi chromozomy.

EpiTect Hi-C Kit

Dovetail™ Micro-C
Kit

Dovetail™ Omni-C
Kit

Cis parové ¢tené

2,86 X 10° (83 %)

2,76 % 108 (76 %)

2,19 X 106 (85 %)

Cis < 1kb

0,34 X 10° (9 %)

0,81 X 10° (31 %)

Cis <20 kb

0,50 X 108 (14 %)

Trans parové ¢teni

0,61 X 10 (17 %)

0,83 X 10° (23 %)

0,39 X 106 (15 %)

Tabulka 5: Podil jednotlivych druhii parovych ¢teni.
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8.4 Vizualizace chromatinovych interakci

Typickym vystupem ziskanym z Hi-C dat je heat mapa. Osy X a y znazoriiuji postupné fazené
pozice celého genomu, jednoho ¢i vice chromozomt ¢i pouze konkrétni chromozomalni oblasti.
Kazdy bod v heatmap¢ ptedstavuje prostor pro znazornéni mozné interakce. Muzeme zde vidét
intrachromozomalni interakce na diagonale a interchromozomalni interakce mimo diagonalu.
Frekvence interakce je zndzornéna intenzitou cervené barvy, takze bilé oblasti neobsahuji Zadné
interakce.

Prvni heat mapa znazoriiuje genomické interakce v bunécéné linii HG-3 pro vSechny
chromozomy a je ziskana pomoci EpiTect Hi-C kitu. Dalsi dvé heat mapy jsou ziskané pomoci
Micro-C a Omni-C kitu.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 1415 16171819202122 X Y

Obrazek 13: Genomické interakce v bunééné linii HG-3 zjisténé pomoci EpiTect Hi-C Kitu. Kazdy
¢tyithelnik v heat mapé predstavuje prostor pro znazornéni mozné interakce v genomu. Na osach jsou zleva
doprava a shora doll sefazeny pozice na chromozomech (od chromozomu 1 az po Y).
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Obrazek 14: Genomické interakce v bunééné linii HG-3 zjisténé pomoci Micro-C (a) a Omni-C (b) kitu.
Na osach jsou zleva doprava a shora dold setazeny pozice na chromozomech (od chromozomu 1 az po Y).
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Nasledujici heat mapy znazornuji konkrétni zjisténé aberace. Prvni tii heat mapy vizualizuji
intrachromozomalni interakce na chromozomu 13. Je zde dobfte viditelna silna interakci mezi
oblastmi kolem 40 MB a 67 MB, coz naznacuje jejich fyzické pfiblizeni v dusledku mozné
ztraty Casti chromozomu mezi témito oblastmi. Delece byla nasledné prokazana
cytogenetickymi metodami.

/ ‘\/
-

1 \ -
(@) (b)

W
. A

(©)

Obrazek 15: Intrachromozomalni interakce chromozomu 13 zjisténé pomoci EpiTect Hi-C kitu (a),
Omni-C kitu (b) a Micro-C kitu (c). Heat mapa porovnava interakce v ramci chromozomu 13, na obou osach

jsou sefazeny pozice na chromozomu 13. Je viditelna interakce mezi genomovymi oblastmi kolem 40 MB
a67 MB.
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Posledni sada heat map znazornuje interchromozomalni interakce mezi chromozomem 10 na
ose x a chromozomem 11 na ose y. Oblast chromozomu 11 mezi 115-135 MB ma vyssi
intenzitu interakci s koncem chromozomu 10. Interakce je slabsi s niz$i genomickou pozici na
chromozomu 10. To naznacuje moznou translokaci oblasti z chromozomu 11 na chromozom
10.

(@) ' (b)

(©)

Obrazek 16: Interchromozomalni interakce mezi chromozomem 10 (osa x) a chromozomem 11 (osa y)
zjisténé pomoci EpiTect Hi-C kitu (a), Omni-C kitu (b) a Micro-C kitu (c). Oblast chromozomu 11 mezi
115-135 MB ma vys$i intenzitu interakci s koncem chromozomu 10. To naznacuje moznou translokaci oblasti
z chromozomu 11 na chromozom 10.
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8.5 Strukturni varianty

V nasledujici tabulce jsou shrnuty strukturni varianty nalezené ve vzorcich pomoci programu
hic_breakfinder. Pro jednotlivé kity jsou uvedeny konkrétni pozice v genomu, kde byly

strukturni varianty detekovany.

EpiTect Hi-C Kit

Dovetail™ Micro-C Kit

Dovetail™ Omni-C Kit

chr10:128Mb-134Mb
a

chr11:114Mb-119Mb

chr10:125Mb-132Mb
a

chr11:122Mb-134Mb

chr10:126Mb-132Mb
a

chr11:126Mb-135Mb

chr13:39,76Kb-39,95Kb
a

chr13:66,56Kb-66,67Kb

chr13:39,7Kb-40Kb
a

chr13:66,5Mb-67,5Mb

Tabulka 6: Strukturni varianty v buiikach HG-3 zji§téné pomoci jednotlivych kiti. S Dovetail™ Micro-C
Kitem jsme nebyli schopni zachytit aberaci na 13 chromozomu, coz mohlo byt zapfi¢inéno piili§ kratkymi
fragmenty ziskanymi pfi ptipraveé knihovny. VSechny kity umoznily detekci prestavby mezi chromozomy 10 a 11.

Zjisténé aberace jsme porovnali s karyotypem majoritniho klonu linie HG-3 sestavenym
pomoci metody M-FISH. Vysledek laskaveé poskytly pracovnice Sekce nadorové cytogenetiky
z Centra molekularni biologie a genetiky z FN Brno. Pro hybridizaci byly pouzity malovaci
sondy MetaSystems 24Xcyte. Snimky byly ziskany na fluorescenénim mikroskopu Axio
Imager Z2. Vysledek cytogenetiky potvrdil deleci na chromozomu 13 a translokaci mezi
chromozomy 10 a 11, které jsme nezavisle pozorovali metodou Hi-C.
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46, XY, der(10)t(10;11)(q?26;0724.1),del(13)(q?12932)

Obrazek 17: Karyotyp hlavniho klonu linie HG-3 zjistény metodou M-FISH. Oblasti zlomu byly uréeny
metodou chromozomalniho G pruhovani. Vysledek cytogenetiky potvrdil deleci na chromozomu 13 a translokaci
mezi chromozomy 10 a 11.
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9 DISKUZE

Co se tyCe samotné pripravy Hi-C knihoven, narazili jsme na n¢kolik prekazek, které bylo nutné
pro fragmentaci crosslinkovaného chromatinu. Zjistili jsme, Ze je potieba disledné dodrzovani
mnozstvi enzymu, nebot’ 1 mald odchylka v fedéni enzymu mize zplusobit nadmérnou nebo
naopak nedostatecnou fragmentaci. Dllezité je rovnéz presné dodrzet dobu inkubace. Je vhodné
piipravit rizné fedéni enzymu a pro dalsi krok poté zvolit vzorek s optimalnim fragmentacnim
profilem. Takto bude v budoucnu potieba pfistupovat i k analyze jednotlivych pacientskych
vzorkd.

Vsechny Kity poskytly vysoky pocet mapovanych ¢teni (> 90 %). Pii kontrole kvality byl
nastaven velmi pfisny limit hodnoty MAPQ skére (MAPQ > 40), aby byl odstranén Sum
a jakékoli nespravné interakce, coz vyrazné snizilo pocet ¢teni vybranych pro dalsi analyzu.
Spravné piipravena Hi-C knihovna by méla vykazovat nizky pocet interakci cis na kratkou
vzdalenost (u kit od firmy Dovetail je to méné nez 20 % cis parovych ¢teni, ktera jsou mensi
nez 1 kB) a ne vice nez 25 % trans parovych cteni. Aktualné pokracujeme na vylepSovani
a optimalizaci protokolu. Také planujeme zopakovat sekvenovéani vSech knihoven, abychom
ziskali dalsi data.

Promitnutim interakci do heat map jsme byli schopni vizualizovat frekvence interakci mezi
vSemi chromozomy. Pozorovali jsme vysokou frekvenci interakci na diagonale matice a nizkou
frekvenci mimo ni, coz znamend, ze vétSina interakci probihd mezi oblastmi na stejném
chromozomu. Toto je o¢ekavany jev v lidskych bunkach, ktery poukazuje na vérohodnost
nasich dat. Interakéni signaly ve vzorcich ptipravenych pomoci Micro-C a EpiTect Hi-C kitu
byly intenzivngjsi ve srovnani s Omni-C, coz je zpisobeno nizsi kvalitou Omni-C knihovny.
Kromé toho jsme byli schopni identifikovat aberaci na chromozomu 13, ktera se jevila jako
delece, a aberaci mezi chromozomy 10 a 11, kde jsme piedpokladali, Ze se jedna o translokaci.
Ptitomnost téchto aberaci byla potvrzena cytogenetickymi metodami.

Analyzou strukturnich variant pomoci nastroje hic_breakfinder jsme pfesné urcili polohu
aberace na chromozomu 13 pro vSechny Kity. Interakce mezi chromozomy 10 a 11 nebyla
detekovana s takovou piesnosti, coz ovsem ma logické vysvétleni. Dle tvirca programu Fit-Hi-
C, ktery hodnoti statistickou vyznamnost nalezenych interakci, je obtizné identifikovat
vyznamné interchromozomalni interakce, protoze celkové mnozstvi intrachromozomalnich
interakci je mnohem vétsi. K nalezeni téchto interakci je navic zapotiebi velmi vysoké rozliSeni
dat. Takova data v tuto chvili bohuzel nemame k dispozici.
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10 ZAVER

Prace se zabyva analyzou genetického profilu CLL buné¢k. Praktickd cast byla zaméiena
predevsim na provedeni metody Hi-C, porovnani tfi riznych komer¢nich kiti a optimalizaci
protokolu. Analyza dat ziskanych sekvenovanim pfipravenych Hi-C knihoven potvrdila
genetické abnormality bunécéné linie HG-3, zjisténé cytogenetickymi metodami. Co se tyce
genetickych abnormalit, podatilo se nam identifikovat aberaci na chromozomu 13 a aberaci
mezi chromozomy 10 a 11. Veskeré stanovené cile prace timto byly splnény.

V nasledujicich mésicich navazeme experimenty zaméfenymi na optimalizaci metody na
vzorcich CLL pacientl. Postup bude poté vyuzit ke studiu vétsiho souboru pacientskych vzorki
ulozenych v biobance Centra molekularni biologie a genetiky, FN Brno.
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12 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

3C technologie technologie pro studium 3D struktury chromatinu (tzv.
Chromosome Conformation Capture)

ATP adenosintrifosfat

CLL chronicka lymfocytarni leukémie

ChiP chromatinova imunoprecipitace
ChlP-seq ChlIP-sequencing

IGHV variabilni tézky fetézec imunoglobulinu
LCL lymfoblastoidni bunécné linie

Mb megabaze

MRNA mediatorova RNA

NGS metody nové generace sekvenovani
PCR polymerazova fetézova reakce

gPCR kvantitativni polymerdzova fetézova reakce
TADs topologicky asociované domény

TGS metody tfeti generace sekvenovani
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