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Co je epigenetika a pro¢ by nas méla zajimat (podrobné jste slyseli v prednasce doc. Fojtové)

Mnoho definic, od Aristotela po soucasnost, dobra je napf. tato: Arthur D. Riggs et al., 1996:

Studium mitoticky nebo meioticky déditelnych zmén genovych funkci, které nemohou byt

vysvétleny zménami v sekvenci DNA.
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Béhem vyvoje mnohobunécného organismu dochazi k
divergenci fenotypl u diferencujicich se bunék. Jakmile
jsou tyto odlisné/specifické rozdily ,,v naprogramovani
bunék nastaveny, mohou byt klonalné prenaseny do
dcefinych bunék — jako epigeneticka informace.

Stejna geneticka vybava (genotyp) mize byt
zdrojem rGizného fenotypu




Znameé epigenetické mechanismy zahrnuji:

1. Methylaci DNA NH2
U eukaryot dochazi k methylaci cytosinu v H NN
5’poloze — plisobenim DNA methyltransferaz. | /g
Methylace promotorl vede k umlceni genl N O
H
cytosine

2. Posttranslacni modifikace histont v nukleozémech
(methylace, acetylace, fosforylace, ubiquitinace), ndhrada
histon( jejich specifickymi variantami (napf. CENH3)
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Dalsi epigenetické mechanismy/ procesy
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Dalsi epigenetické mechanismy/ procesy
RNA interference, TGS, PTGS
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RNAI a heterochromatinova zpétnovazebni smycka S. pombe. Pol Il transkripce centromerickych repetic
vede k zachyceni RITS prostfednictvim komplementarni siRNA a rozpoznani H3K9me. Ago1l Stépi vznikajici
RNA a rekrutuje CIrC a RDRC. Clr4 z CIrC se vaze a vytvari H3K9me (modré krouzky histont), Rik1
interaguje s Chp1l a potencialné s nascentni RNA. RDRC syntetizuje dsRNA templatovou nascentni RNA,
produkujici bud' transkripty plné délky, které jsou substraty Dcrl, nebo sekunddarni siRNA, kterd mUze byt
vazana primo do RITS. Primarni duplexni siRNA generované Dcrl jsou inkorporovany do komplexu Arc a
nasledné Ago opousti Arc, Stépi siRNA a spolu s Chp1l a Tas3 tvofi dalsi komplex RITS, pfipraveny pro cileni
homologni RNA.



Dalsi epigenetické mechanismy/
procesy

RNA Directed DNA Methylation (RADM)

RNA funguje jako primarni signal pro
umlCovani prostrednictvim methylace
DNA.
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Priklad: usporadani epigenetickych znacek v rostliné Arabidopsis thaliana
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Current Opinion in Plant Biology

Genom A. thaliana ma heterochromatickou ¢ast v oblastech blizko centromeram, zatimco
chromozomova ramena jsou euchromaticka. Pericentromericky heterochromatin obsahuje
hodné transpozonl a umlc¢enych gen( a je charakteristicky vysokym obsahem H3K9me?2 a
methylace cytosinu ve vsech tfech moznych kontextech (CG, CHG a CHH). Transpozony v
euchromatinu obsahuji také H3K9me2 a methycytosiny ve vSech trech kontextech, ale tvori jen
kratké useky limitované délkou transpozonu. Nékteré neaktivni geny postradaji methylaci DNA,
ale jsou znaceny H3K27me3. Aktivni geny jsou znaceny H3K4me3 a H3K4me2 na promotorech
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Soucasné pojeti epigenetickych nastrojia: Writers, Readers, Erasers..... (+ Modulators)

Biwas and Rao, 2018
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METODY STUDIAMETHYLACE DNA

1. Stépeni methylacné citlivymi restrik¢nimi endonukleazami
- v rozpoznavaci sekvenci maji cytosin, neStépi, pokud je methylovan

CG: Hpall "CM"CGG
Cfol GMCGC |
Smal CC"CGGG =
Tail A™CGT i
CNG: Mspl MCCGG .
CHH: Sau96l GG(A/T)"CMC B
(z4lezi na tom, co v sekvenci nasleduje) s
o z

9
(Fojtova et al., Pharmacol Res 2006)



Metody analyzy methylace DNA - pokracovani

Soucasna inovace methylacné-specifického
Stépeni:

McrBC restrikéni endonukleaza 9. PUTC (N gp00) PUTC-.. 3

A 40-2000 bp
McrBC stépi DNA obsahujici methylcytosin [RC} 'Ri‘
nebo hydroxymethylcytosin v jednom nebo i
obou fetézcich. Cilova mista na DNA K
rozpoznavana McrBC se skladaji ze dvou — [zl R ——— ;1]
polovin (G/A)mC. Tato mista mohou byt od or

sebe vzdalena az 3 kb, optimalné 55-103 bp. rﬁg':




M: McrBC digest: C: control genomic DNA
(a)

Normal tissue tumor tissue cancer cell line

Brain Breast Uver MDA-MB-231
Leukocyte Testis No.1 No.2 No.3 No.4 MCF7  Hela HepG2

MENEMEMERENENERLMEMNE NEMNSNE Genomova DNA Stépena
McrBC. (a) Stépeni DNA z
normalni a nadorové tkané
enzymem McrBC. DNA z
primarnich nadort prsua z
riznych nadorovych bunécnych
linii vykazuje pritomnost
vysokomolekularni DNA odolné
proti McrBC, zatimco DNA z
normalnich tkani jsou Stépeny

Lo r - na malé fragmenty. (b) Velké
s o B om o2 =2 # Mspl kusy McrBC-rezistentni MCF-7
ey =i o5 + - - -+ McrBC

DNA se staly citlivymi na Stépeni
McrBC po in vitro CpG

methylaci Sssl metylazou
(srovnej 4. drahu s 8. drahou).




Metody analyzy methylace DNA - pokracovdni

Konverze cytosinu na uracil pomoci , bisulfitu“ (hydrogensiricitanu)
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Metody analyzy methylace DNA - pokracovdni

2. Modifikace DNA bisulfitem
cytosiny kovertovany na uracily,
MC nereaguji.

Modifikovand DNA je namnoZena
pomoci PCR, uracily se paruji

s adeninem jako thyminy. Primery musi

amplifikovat modifikovany i
nemodifikovany templat;
amplifikuje se kazde vlakno zvIast —
nejsou jiz po modifikci
komplementarni.

PCR produkt se klonuje a sekvenuje —
cytosiny jsou pouze tam, kde byly
ptvodneé MC.

Vyhoda analyzy:

informace o lokalizaci methylovanych
cytosinil v cel€ sekvenci, ne pouze v
konkrétnim restrikénim misté

Figure 2: Bisulfite treatment for

§~-ACCGTCGACGT-3

18 of methylated DNA

5-~-ACCGT*"CGACGT~Y

l Bisulfite treatment l

S-AUUGTUGAUGT-3

5~ A

l 1st PCR cycle

§-AUUGTUGAUGT-3
¥-TAACAACTACA-5

§-AC
J-TGI

“CGT"CGACGT-3

l

CGTCGACGT-Y
CAGCTGCA-5

13



Metody analyzy methylace DNA - pokracovdni

+
CCCCCC

,,,,,,
,,,,,,,,

14

(Fojtova et al., Nucleic Acids Res 2006)
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Metody analyzy methylace DNA - pokracovdni

Celogenomova analyza methylace DNA:

1. Sekvenovani DNA po modifikaci bisulfitem

2. Imunoprecipitace pomoci protilatek proti "C nebo afinitni
purifikace pomoci ™"C vazebného proteinu

3. Oxford Nanopore Technology

Vysledky analyzy genomu Arabidopsis:

* cca 20% cytosinu v genomu je methylovanych

* nejvice MC Je v transpozonech a repetitivnich sekvencich

* nejmene methylovane jsou promotory endogennich gent

* asi 1/3 genii obsahuje ,,body methylation* (CG mista na 3"konci
kodujici oblasti)



Ad 1) Sekvenovani DNA po modifikaci bisulfitem

Input DNA

Bisulfite
Conversion

dsDMNA
Synthesis/ -— —-—
Adaptor - —
Ligation

Amplification/ — === === a==a

Index - -
Addition

CACATE TR AALTTOCAT)
AT AT T| |”|H COCCHT
3 i

NGS (lllumina)

A

A
1
+—




Ad 2) Imunoprecipitace protilatkami proti 5mC nebo proti MBD proteinu, ktery se na 5mC

vaze
Control sample Tumor sample
CGl-1 CGl-2 CGI-1 CGI-2
Fragmentation
Denaturation

+ 5mC-specific antibody

\\Mﬁ“ m CGI-2

Capturing of antibody bound
fragments with Prot A/G beads

-------------------------------------------------------------

--------------------------------------------------------------

5SmC-specific
antibody

Nevyhoda: presna poloha
5mC neni takto zjistitelna,
presnost je limitovana
velikosti fragmentU po
sonikaci.



Ad 3) Pfimé ¢teni ™C a "C pomoci ONT nebo PacBio SMRT sekvenovani

Méfi se zmény vodivosti / proudu pfi prichodu vlidkna DNA nanoporem (Mycobacterium
smegmatis porin A (MspA) (Laszlo et al., PNAS 2013)

MspA je zanofen v membrané, na kterou je vloZzeno napéti, které plisobi protahovani ssDNA
pres nanopore. V tomto konkrétnim usporadani Phi29 DNAP katalysuje definovany posun
DNA v jednonukleotidovych krocich pres MspA.

MspA constriction
¢ '.-. 2R, " 3

A Cytosme (©) 5-Methylcytosine ("C)  5- Hydroxymethylcytosme ("C)
NH,

T ; \(i /k
ky




Sleduje se proud pti prichodu nanoporem. Pfitomnost ™C nebo "C zplUsobi zmény

vodivosti detekované pfi prichodu asi 4nt Useku nejuzsim mistem nanoporu.
Pfitomnost ™C proud zvysuje oproti C, pfitomnost "C naopak snizuje.

3 —
§ e e A
3 " 01s |
< T0) M jintasiv N <0

Imeth (pA)

3‘



Oranzoveé vyznacena oblast v nejvétsSim zuzeni uvnitf nanoporu ma nejvétsi proudovou
hustotu, v tomto Useku DNA je tedy vliv bazi a jejich modifikaci na velikost el. proudu nejvétsi.

Irans Irans
Vyvijeji se ONT aplikace na primou detekci modifikaci RNA — téch je asi 170 !!! — klicovy
nastroj pro rozvoj EPITRANSKRIPTOMIKY.

\TCECGC

-CGAAT



PFi pouZziti PacBio SMRT sekvenovani je detekce modifikovanych nukleotid( zaloZzena na
zpomaleni kinetiky - delSim cCase, ktery potfebuje modifikovany nukleotid pro prichod

DNA polymerazou
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Detekce posttranslacnich modifikaci (PTM) histonti — methylace,
acetylace, fosforylace aj.

Methylace — napfr. lysin v poloze 9 na histonu H3 (H3K9)

Distribuce euchromatinovych a heterochromatinovych znacek v Arabidopsis thaliana
a mysSi (podle Fransz et al., 2006)

brnénské nazvoslovi

A. thaliana mys
- Stupe
Modifikac y . . . .
yzin e n euchromatin | hererochromatin | euchromatin | heterochromatin
‘l’ mono - + +
H3K9 Hake | d : : I
histon H3 devaty lyzin od MN-konce tri + +
mono - + +
Brno nomenclature — H4K20 di + - 4 ]
established in 2004 at tri N ] _ N
the first meeting of the
. 5m-C - + - +
Epigenome Network of

Excellence

Jde o druhové- a dokonce lokus-specificke,

dynamické modifikace
22



Globalni uroven napt. rdzné
acetylovanych forem lysinu v
jednotlivych histonech lze urcit
napr. pomoci hmotnostni
spektrometrie (MS). Avsak ta
nam nerekne, kde na
chromozomech se pfislusna
modifikace nachazi —a to nas
zajima z hlediska regulacnich

mechanismu nejvic.

Jak na to? Analyza chromatinu pomoci imunoprecipitace - ChIP

ChIP — PCR (pro kvantitativni analyzu konkrétni oblasti chromatinu)

ChIP — Seq (pro kvantitativni analyzu pritomnosti dané PTM v chromatinu na celogenomové
drovni)



ChIP Workflow o ) 5 _
Po fixaci a lyzi bunék se chromatin

I fragmentuje (ultrazvukem,
Fix and lyse cells L enzymatiCkY), Optlmélné Nna
o/ mononukleozomalni fragmenty

G Fragmenty chromatinu se inkubuiji s
A Uil Sian SRR protilatkou specifickou pro hledanou
3 J .o . v
g a modifikaci (napf. H3K4me3).
< ) Protildtka je ukotvena k
|\t . . o
Z magnetickym kulickam pro snadnéjsi
IP for target \ separaci

Ze separovaného chromatinu se
odstrani proteiny plsobenim

e Db proteindzy K a crosslinky se revertuji
plsobenim vysoké koncentrace soli
za zvysené teploty

Sequencing gPCR
Analysis | Nasleduje analyza pomoci NGS nebo

[TV

Target Gene

- ameme  QPCR. Soucasné se analyzuje input
- (pGvodni vzorek pred IP) a vzorek

zpracovany stejnym postupem bez

protilatek (nespecifické pozadi)

% Input

0

T T
Condition 1  Condition 2



Pro ChlIP-seq se provadéji nasledujici kroky:

1. Priprava knihovny pro NGS a indexovani — DNA ziskana z ChIP DNA a input DNA se opravuji
a amplifikuji pro NGS. BEhem PCR (9-16 cykl() se pridavaji rizné indexy (barcodes), aby bylo
mozno odlisit jednotlivé knihovny v multiplexni NGS.

2. Pripravené knihovny se kvantifikuji, potvrzuje se velikostni profil — typicky kapilarni elfo
nebo mikrofluidika

3. Pro multiplexni sekvenovani se knihovny opatrené barcody spojuji v ekvimolarnich
pomérech (na zakladé predchozi kvantifikace) a nanasi na NGS platformu (zpravidla
lllumina).

Dulezité parametry:

Pocet bunék — zpravidla 500000 - 1000000 bunék

Pocet replik — zpravidla 3 biologické repliky na kazdy vzorek, technické repliky se délaji pfi
optimalizaci, u optimalizované techniky nejsou nutné.

Crosslinking - volba Cinidla (napr. formaldehyd, glutaraldehyd, disukcinimidyl-glutarate
[DSG]) a optimalizace podminek. Pri nativni ChIP Ize crosslink vynechat.

Fragmentace chromatinu — Zadouci je 150-300 bp (sonikatory Diagenode Bioruptor,
Covaris). Pfi nativni ChlIP se uprednostriiuje enzymatické stépeni — MNaza.

Vybér vhodné protilatky (méla by byt deklarovana jako ChlP-grade antibody nebo Ab pro
IHC

Optimalizace podminek IP.....



Optimalizace sonikace (Covaris)

Mean size (bp)
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Figure 1: Overview of ChiP-seq process



ChIP (Day 1-2) ) 4
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Wash fixed cells Somcate .j 5j ) » Chromatin IP Wash ChIP sample
& resuspend (1-16hrs) <~7 °  (4-16 hrs) (1-2 hrs)

(1 hr) Isolate input DNA
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(3.5-18 hrs) w
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Sequence/Bioinformatics

Sequence libraries Analyze sequencing data

Detailni protokol
napr. zde:
https://star-

protocols.cell.com/

protocols/491
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https://star-protocols.cell.com/protocols/491
https://star-protocols.cell.com/protocols/491

Vylepsené pristupy (nativni):

CUT&RUN pristup: Extrakce bez fragmentace, k fragmentaci dochazi uvnitr

permeabilizovanych bunek

1. Imobilizace %
(magnetické kulicky

s Concanavalinem \\—_”y
A) a permeabilizace

bunék (digitonin)

4. Uvolnéni -
chromatinu —lyze | '-@' Eﬁ
mocovinou =y,

2. Vazba primarni
protilatky proti

hledanému
proteinu

3. Pridani Mnazy o
fuzované s

proteinem A/G —

pPAG-Mnase (vazba

na Fc fragment

primarni protilatky




CUT&Tag — misto MNazy se pouziva pA/G-Tn5 (Tn5 je hyperaktivni transponaza)
s duplexnimi sekvenacnimi adaptory. K transpozici dochazi na duplexni DNA

A

&5

AR 22 €

; = iG] e x
A __," NWYPANN Protein WAV

- 26
(@=)
QT IR Protein AN

Postup: 1. imobilizace bunék 2. Permeabilizace bunék 3. Vazba primarni protilatky, vazba
sekundarni protilatky 4. Vazba pA-Tn5 5. ,,Tagmentace” 6. Uvolnéni chromatinu/lyze bunék



Mezi vyznamné epigenetické charakteristiky patii také POLOHA NUKLEOZOMU (zejm. v
promotorovych oblastech) — limituje dostupnost promotor( pro transkripéni faktory. K jeji
zméné dochazi pri remodelaci chromatinu. Zakladni metodou mapovani polohy nukleozémi
je stépeni MNazou v mezernicich mezi nukleozomy

Micrococcal nuclease

Fig. 3.4 Micrococcal nuclease
must surround DNA in order
to cutit, so DNA in the
nucleosome core is protected,
even though it lies on the
external surface.

DNA
— % ﬁ/ size
(bp)
E \
— — ——— —_—
800
\J "
400
£ Ve
/
Nuclease Chromatin Proteins DNA
digestion fragments removed electrophoresis

Fig.3.1 DNA fragments generated by exposure of chromatin to nucleases have sizes that are
multiples of about 200 bp. Thick arrows illustrate possible nuclease cutting sites.



/7 se

CUT&RUN, CUT&TAG pristupy— mapovani polohy nukleozomu, mist bez nuklezdém (DNase-

sensitive mist) apod...
V soucasnosti nejuzivanéjsi zpusob mapovani polohy nukleozomu na celogenomové urovni

je MNase-Seq (na mononukleozomové frakci) a ATAC-Seq (vyuziti Tn5)

MNase

DNase

ATAC

ATAC-seq (Assay for Transposase-Accessible Chromatin using sequencing)



Tightly packed, closed Loosely packed, open
Transcriptionally inactive Transcriptionally
chromatin active chromatin
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homodimer Adaptor Simultaneous fragmentation
DNA and tagging of accessible DNA
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Purify fragmented DNA and PCR
amplify using tag sequence

sequencing
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Next-generation l

3 Sequencing peaks
3
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Princip ATAC-Seq

Assay for Transposase-
Accessible Chromatin
using sequencing)

ATAC-seq identifikuje
pristupné oblasti DNA tak,
Ze sonduje otevreny
chromatin pomoci
hyperaktivhi mutantni Tn5
transponazy, ktera vklada
sekvenacni adaptory
dootevienych oblasti

chromatinu (tagmentace).

Tn5 Stépi a vklada tagy z
dvojvliaknové DNA
obsahujici sekvenaéni
adaptory


https://en.wikipedia.org/wiki/DNA

Mapovani vyssiho usporadani chromatinu (topologicky asociované domény - TAD,
kompartmenty a chromozomova teritoria)

Repressed TAD
compartments
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Metody analyzy 3D usporadani chromatinu

Chromosome conformation capture assay (3C assay) -

- Zjistovani interakci mezi vzdalenymi oblastmi chromatinu. V puvodni verzi (3C)
umoznuje zjiStovat interakce jedné oblasti s jinou konkrétni oblasti. V HIC verzi
umoznuje zjistit interakce ,vSech se vSemi*

DNA-binding cross-link
proteins formed

_,

05

Q ~ . DNA probes used for PCR
X ] 1 \
—re —l , oo
cuT DNA REMOVE

—_—
TREAT
K. ) wiTH WITH /7 LiGATION CROSS-LINKS TEST FOR JOINED
FORM- RESTRICTION == BY HEAT TREATMENT kool
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two DNA sequences close
together in the cell

Figure 4-56 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Hi-C verze CCC: analyza vSech kontakt(/blizkosti

A Crosslink DNA Cut with Fill ends Ligate Purify and shear DNA;  Sequence using
restriction and mark pull down biotin paired-ends
Hindlll enzyme with biotin

AAGCTT

S/u 15
;] V! \l & 5%
R X

°

Overview of Hi-C -Lieberman-Aiden et al., Science 2009. (A) Buriky jsou
crosslinkovany formaldehydem, vznikaji kovalentni vazby mezi prostorové blizkymi oblastmi
chromatinu. Chromatin se $tépi restrikénim enzymem (zde Hindlll), a vysledné kohezni konce
jsou doplnény nukleotidy, z nichz jeden je biotinylovany (fialova tecka). Ligace se provadi za
velkého ziredéni a vznikaji chimérické molekuly; Hindlll misto je zni¢eno a Nhel misto
vytvoreno. DNA se Cisti a lame/sonikuje na kratké fragmenty. Biotinylované spoje se izoluji
pomoci streptavidinovych kuli¢ek a identifikuji pomoci paired-end sekvenovani.



TAD borders

. CTCF

<= Cohesin
B Gene
Bl Regulatory Element

Chr3 Chr4 Chr5

Boltsis et al., 2021

3D organizace chromatinu

A) schema usporadani chromosom{
v jadre, chromosomy jsou v
kontaktu s jadernou obalkou
(jadernou laminou). Kazdy
chromosom sedi ve svém teritoriu,
které je v kontaktu nebo i prekryvu
s jinymi. (B) Schema Hi-C map
chromosomu v genomové skdle.
PfevaZzuji intra-chromosomalni
kontakty nad inter-
chromosomalnimi. (C) Chromatin je
usporadan do kompartmentd “A”
(zlutd) a “B” (zelend). “B”
kompartmenty jsou u jaderné
laminy. (D) Schema Hi-C map na
urovni kompartmentd. Vzdalené
chromatinové kontakty vytvareji
vyrazny kostkovany vzor s A and B
kompartmenty. (E) Topologicky
asociované domény (TADs) se
vytvareji smyckami chromatinu, au
TAD hranic se nalézaji
architektonické proteiny (SMC,
CTCF). Uvnitr kazdé TAD je sbalovani
chromatinu zprostfedkovdno
prstenci kohezinu (F) Schema Hi-C
map na sub-Mb skale, TADs se jevi
jako interakéné-bohaté trojuhelniky
oddélené hranicemi TAD. Diky
smyckovému usporadani jsou
enhancery preneseny do blizkosti
promotord, které ovliviuiji.



EPITRANSKRIPTOMIKA — studuje biochemické modifikace RNA (transkriptomu) v burice.
Modifikace nekddujicich RNA (ncRNA, IncRNA, rRNA, tRNA) i kddujicich (mRNA)

Mnohem SirSi repertoar - asi 170 znamych modifikaci RNA!
Nejbéznéjsi je N6-Methyladenosin (mfA) — asi 3x v kazdé mRNA, ¢asto v poslednim exonu
vétSinou v 3'UTR

Podobné jako v epigenetice, i zde Ize aplikovat koncept ,writers, readers, erasers”.

V pripadé m°A je writerem komplex proteind m8A methyltransferaza. Eraserem jsou nejméné
dvé demethylazy (ALKBH5, FTO). Vyfazeni FTO u mysi zpusobuje poruchy v kontrole
hmotnosti téla, v pfipade Alkbh5 neplodnost.

Pritomnost m°A je potfebna pro export mMRNA z jadra (zavisi i na dalSich znackach, napf.
m°>C), ovliviiuje u€innost a pfesnost translace na ribozomu, zejm. interakci s tRNA.

m®A Readers - YTHDF1 — indukuje vazbu mRNA k ribozému; elF3 — indukuje iniciaci
translace a vazbu k 40S podjednotce ribozoému; YTHDF2 — svou vazbou k m®A snizuje jeji
stabilitu, predava mRNA do P-télisek k degradaci. Proces je vyznamny pro rychlou degradaci
transkriptd transkripcnich faktort zajistujicich pluripotenci.

DalSi role m8A: zvySeni alternativniho sestfihu — zvySuje vazbu hnRNPC a tim alternativni
vystfizeni intronu.

Role mSA v umléovani X-chromozomu — XIST IncRNA je vysoce methylovana, vaze YTHDC1
protein, ktery je potfebny k umlceni X



Metody epitranskriptomiky

HPLC spraZena s triple-quadrupole hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) — poskytuje
kvantitativni info o zastoupeni rliznych modifikaci, ale neni vhodnd pro identifikaci a
lokalizaci jednotlivych modifikaci.

IP asociovana s TGS: mbA-seq neboli MeRIP-seq, obecné i pro jiné modifikace. Nevyhoda:
neurci presnou polohu modifikace. Lze provést i ve varianté dot-blot.

Vylepseni: miCLIP — UV-indukovany crosslink protilatky k IP fragmentim RNA.
Po Castecnem Stépeni komplexu = A~ _~_

proteindzou K se provadi PRAONGENN
s . s W\/\
reverzni transkripce, ktera %
se v misté modifikace bud' l s W(
zastavi, nebo dojde k zarazeni N
chybné baze. i T 0
AN NN CTAGGACTCGT
// CTAGGACTCGT
l UV crminking ctracGAlll rcer
\\\ CTAGGACTCGT
— cTCG
P Tan W o W
l ‘ iCLIP library
Proteinase K 8 sequencing

Truncation C -+ T transition

Revorse
transcription



< 5  DNA

Prima detekce bez IP, specialni

RNA 5 9 3 , . v 4 .
8 reverzni transkriptaza zaradi proti
m6A bud A nebo T, pfipravi se
sekvenacni knihovna a hodnoti
Reverse transcription pozice mutacl.
2 o 5" DNA
RNA & & .3
m®A

Library preparation and
sequencing

T
A

nt pos. 3 i




Nejslibnéjsi se v soucasnosti jevi vyuziti pfimého ONT sekvenovani nativni RNA

Unmodified base .o Modified base Mamned
s Unmodified
@ (Al E | W
3 l'1:4 N\ I \[\ I /J
ﬂ ﬁ Position in reference
L]
»~ ~ - ™, M
GCAACG"mC"GAACT"mC"GCAAGCG tibody 1 e G A T c
by post |
?
Base conversion
z
g = B = L LN -
GUAAUG MC"GAAUT"MC GUAAGUG Immunoprecipitation -
é
g G A T Ouration time mC
[ oy
PCR 1 , 3
s ' ‘ U ——
GTAATG"C"GAATT"C"GTAAGTG ? 9 N L | L.

Detekce modifikovanych bazi s vyuzitim Nanopore sekvenovani (A), pomoci bisulfitové
konverze a PCR (a nasledné sekvenovani) (B), imunoprecipitace NA (c), a SMRT sekvenovani

(d)



Zaver:

Seznamili jsme se s metodami analyzy struktury chromatinu a jeho epigenetickych
znacek (methylace DNA, PTM histon(, poloha nukleozomd, 3D organizace
chromatinu)

Mezi vyznamné epigenetické hrace patri dale exprese nekddujicich RNA, ktera napr.
spousti RDDM (RNA-directed DNA methylation) a dalSi procesy transkripcni a
posttranskripcni regulace genl. Metodicky se ale jedna o RNA-Seq (viz prednaska o
sekvenacnich metodach).

Tyto analyzy od 90. let setrvale nabyvaji na vyznamu vzhledem k moznosti objasnéni
mechanismu regulace genové exprese, vzniku chromozomalnich translokaci,
objasnéni , pfeprogramovani aktivity gent béhem vyvoje organismu/diferenciace
bunék, pri patologickych procesech....

Klesajici ceny a moznost NGS pristupl formou kvalifikovaného servisu firem nebo CF
Cini celogenomové analyzy podstatné dostupnéjsi, uzkym hrdlem je ale stale
bioinformaticka analyza dat.

Zbézné jsme se seznamili s expandujici oblasti EPITRANSKRIPTOMIKY — metodami
analyzy modifikaci RNA (asi 170 raznych), které ovliviiuji napf. jeji stabilitu, lokalizaci,
3D strukturu, sestfrih...
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