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o Druh projektu:
= projekt v ramci Transferu technologii
= partnerstvo so sukromnym subjektom Geneton s.r.o.

o Ziadatel projektu:

Geneton s.r.o. *: geneton
www.geneton.sk ==

o Zodpovedny riesitel partnera projektu a nazov prislusnej
fakulty:
= prof. RNDr. Jan Turna, CSc.
* Prirodovedecka fakulta UK
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Hlavny zamer/ciele projektu:

Realizacia spickového aplikovaného vyskumu v oblasti
molekularnej genetiky a posilnenie spolocnej vyskumnej
zakladne podnikatelskej a akademickej sféry.

Vytvorenie spolocného centra pre priemyselny vyskum novej
generacie sekvenovania a jeho vybavenie nevyhnutnou
vyskumnou infrastrukturou.

Priemyselny vyskum novej generacie sekvenovania v
molekularnej medicine so zameranim na genomiku,
exomiku, transkriptomiku a metagenomiku.
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Strucna anotacia projektu:

o Cielom projektu je vytvorenie vyskumného centra molekularnej genetiky -
REVOGENE, ktoré umozni realizovat vyskum v oblasti novej generacie sekvenovania
(Next-Generation Sequencing — NGS). Vysledky tohto vyskumu bude mozné vyuzit
napr. v klinickej genetike, mikrobioldgii a viroldgii, neonatoldgii, onkologii,
farmakologii, transplantolaégii, patologii a mnohych dalsich.

o Projekt a vytvorené vyskumné centrum umoznia realizovat aplikovany vyskum

medzinarodnej kvality v oblasti molekularnej genetiky v prepojeni na oblast
biotechnologii, progresivnych materialov a znalostnych technolégii s podporou IKT.

o Priamym vystupom projektu budu nové metddy a postupy NGS sekvenovania
genomov, exomov, transkriptomov a metagendmov so zameranim na molekularnu
medicinu, ktoré umozZnia vyuzit ziskané poznatky v Specializovanej molekularno-
genetickej diagnostike.
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Sposob riesenia projektu:

o Dva zakladné Specifické ciele budu realizované prostrednictvom troch aktivit:
v ramci 1. Specifického ciela:
= 1. aktivita - Vytvorenie centra vyskumu NGS, stanovenie pravidiel spoloc¢nej spoluprace a
diseminacia vysledkov jeho c¢innosti
= 2, aktivita - Obstaranie nevyhnutnej infrastruktary
v ramci 2. Specifického ciela
= 3. aktivita - Priemyselny vyskum metdod NGS v molekularnej genetike.

o Vramci projektu bude prebiehat vyskum metéd NGS v molekularnej genetike, so zameranim na
tieto oblasti:

= Resekvenovanie ludského genému

=  Analyza amplikénov

= Analyza kompletnych exomov

= Komparativna transkriptomika pri vyskume najcastejsich rakovinovych ochoreni
= Analyza komplexnych vzoriek — metagenomika.

o Po organizacnej stranke bol doraz kladeny na to, aby na projekte participovali kvalitni odbornici
ziadatela a partnera.
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Sekvenovanie novej generacie

masivne paralelné sekvenovanie — technoldgie schopné citat obrovské
mnozstvo nahodnych fragmentov DNA v jedinom cykle analyzy

umoznuje:

osekvenovanie celych gendomov (de novo)

ziskat kompletny obraz o génovej expresii

kompletnu analyzu enviromentalnych vzoriek (napr. populacia baktérii v
Creve)

exomové sekvenovanie
cielené sekvenovanie (mutacny status)
komparativna genomika
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Obstarané unikatne pristroje: GS
Junior 454 Roche

o Princip: pyrosekvenovanie
o Mini verzia GS FLX systému

o Parametre:
= Kapacita: 35 mil baz / 1 run
= Priemerna dizka ¢itania: 400bp
= Pocet ¢itani: 0,8Gb / 1 run
= Chybovost: 1%
= Vstupny material: gDNA, cDNA, amplikdny, BACs
o Aplikacie:
= De novo sekvenovanie — virusy, baktérie, huby s mensim gendmom
=  Cielené sekvenovanie
= Metagenomika
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Illlumina - MiSeq

Princip: cloned single-molecule array (klastre),
sekvenovanie syntézou — znacené dNTP s reverzibilnymi
terminatormi

Parametre:

vysoka kapacita

dizka ¢itania: 250bp obojstranne
pocet ¢itani: 7 Gb / 1run
chybovost: 0,1%

¢as: 1 den (5min/cyklus)

Aplikacie:

cielené sekvenovanie:
Sekvenovanie amplikonov

0 Clone checking

. 16S metagenomika
sekvenovanie mensich genémov:

. De novo sekvnenovanie

. Resekvenovanie

. Plazmidy

RNA sekvenovanie
Vhodné aj pre homopolymérne oblasti
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lon Torrent PGM

Princip: cyklické pridavanie nukleotidu a
zaznamendavanie zmeny pH (H*)
Chip : 11 mil. jamiek (318)
Parametre:
= Dizka ¢itania: 200-300 bp (2 hod)
= Vytaiok: 1 Gb
=  Chybovost: 1%
Apllkaae
De novo & resekvenovanie gendmov baktérii a virusov
=  (Cielené sekvenovanie
=  Exdmové sekvenovanie
=  Mitochondridlne sekvenovanie
=  RNA sekvenovanie

=  Chromatin immunoprecipitation seq (organizacia chromatinu, jeho
uloha v regulacii transkripcii v bio. procesoch a pri ochoreniach
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Dosiahnuté vysledky v projekte:

o V. ramci aktivity 1.1 bola podpisana Zmluva o spolupraci a spolocnom
pracovisku. Informacie o projekte boli odvysielané televiznou stanicou STV2
v relacii Spektrum vedy — Molekularna biologia. V aprili 2013 prebehlo
verejné otvorenie Vyskumného centra molekuldrnej genetiky a prezentacia
prace so zakipenymi pristrojmi projektu za Gcasti médii. Sprava o otvoreni
centra a jeho prinose pre vyskum v molekularnej genetike na Slovensku bola
uverejnena vo viacerych verejnych médiach. Vysledky projektu boli
prezentované na podujatiach pre verejnost TyZzden vedy a techniky na
Slovensku 2012 a 2013 a Noc vyskumnikov 2013. Riadiaci organ centra —
vedecka rada - na svojich pravidelnych stretnutiach po ziskani skusenosti
s budovanim a chodom novych laboratorii postupne vypracoval materialy
o dlhodobych cieloch centra a sposobe ich realizacie.

o V.ramci aktivity 1.2 boli obstarané a dodané vsetky planované pristroje,
prebehla ich instalacia a pilotna skusobna prevadzka celej infrastruktury
Vyskumného centra. Aktivita bola v marci 2013 GspesSne ukoncena.
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Dosiahnuté vysledky v projekte:

o V. ramci aktivity 2.1 prebieha zber a archivacia DNA vzoriek pacientov potencidlne vyuzitelnych na
NGS a sekvenacné analyzy na NGS (next-gen sequencing) pristrojoch:

=  Prace, ktorych ciefom bolo zistit kompletnu sekvenciu Hanta virusov. TaktieZ sme sa snaZzili
osekvenovat fetalnu DNA z plazmy tehotnych Zien a odlisit ju od tej maternalne;j.

= Spracovanie ludskych DNA vzoriek izolovanych z krvi, bunkovych kultur, environmentalnych
vzoriek, do formy DNA kniznic pre sekvenovanie prostrednictvom pristroja pre next-gen
sekvenovanie

= Zabehnutie sekvenacnych metodik pre pristroj Sekvenacny systém novej generacie a Automat na
spracovanie vzoriek, a to pre sekvenovanie malych genédmov, metagenomické analyzy.

=  Optimalizacia pripravy a spracovania bakterialnej DNA ziskanej z celkovej izolacie DNA z
metagenomickych vzoriek, spracovanie vzorky arena virusu a ich next gen sekvenovanie. Next-gen
sekvenovanie mikrobiomu. RieSenie amplifikacie 16S rDNA metagenomickych vzoriek ziskanych
ako sucast izolacie celkovej DNA z biopsie ¢reva pacientov s ulcer6znou kolitidou a Crohnovou
chorobou a spracovanie vzoriek za ic¢elom stanovenia zloZzenia mikrobiomu creva.

= Sekvenovanie a analyza cirkulujucej fetalnej DNA ziskanej z plazmy tehotnych zien.

=  Stadium hluchoty: priprava DNA kniznice (vzorky DNA maciek z imbrednej linie bielych
modrookych hluchych maciek boli izolované z ich krvi alebo zo srsti) NGS sekvenovanie a jeho
primarna analyza. Priprava kniznice kratkych RNA zo vzoriek microRNA, ktoré boli izolované z
plaziem tehotnych zien.
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Dosiahnuteé vysledky v projekte:

UNIVERZITA KOMENSKEHO V BRATISLAVE

Vysledky projektu boli prezentované na konferencii v Martine 3rd Central-Eastern European Symposium on Free
Nucleic Acids in Non-Invasive Prenatal Diagnosis, aprili 2014:

Comparing performance of small NGS platforms in non-invasive aneuploidy screening test. Szemes T, Hyblova M,
Minarik G, Vlkova B, Celec P, Strieskova L, Soltys K, Bokorova S, Sysak R, Gerykova-Bujalkova M, Budis J.

Prenatal trisomy testing on lonTorrent PGM. Minarik G, Repiska G, Nagyova E, Soltys K, Budis J, Sysak R, Gerykova-
Bujalkova M, Vlkova-lzrael B, Szemes T, Hudecova |, Porubsky D, Schuring-Blom GH, van Kempen MIJA, Elferink M,
de Brujin E, Page-Christiaens GCML, Nijman lJ, Ploos van Amstel HK, Cuppen E, van Haafen G.

a na medzinarodnej vedeckej konferencii v Milane v Taliansku The European Human Genetics Conference 2014,
maj-jun 2014

Feasibility of utilization of semiconductor based low coverage genomic sequencing in noninvasive prenatal trisomy
21 detection. G. Repiska, E. Nagyova, K. Soltysova, J. Budis, R. Sysak, M. Gerykova-Bujalkova, B. Vlkova-lzrael, T.
Szemes, G. Minarik, I. Hudecova, D. Porubsky, H. G. Schuring-Blom, M. J.A. van Kempen, M. Elferink, E. de Bruijn, G.
C.M.L. Page-Christiaens, I. J. Nijman, H. K. P. van Amstel, E. Kuppen, G. van Haaften

Performance of in-house non-invasive aneuploidy test using benchtop next generation sequencing system. M.
Hyblova, G. Minarik, R. Sysak, M. Gerykova-Bujalkova, B. Vlkova2 L. Strieskova, J. Budi$, S. Bokorova, J. Turia, T.
Szemes

Comprehensive genetic diagnosis of non-syndromic hereditary hearing loss by targeted resequencing of 32 genes
with use of Haloplex design and lonTorrent PGM sequencer. E. Nagyova, D. Dvorska, T. Szemes, L. Kadasi, G.
Minarik
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Vyhlad dalsieho postupu rieSenia
projektu v nasledujucom obdobi

o V ramci aktivity 1.1 riadiaci organ centra — vedecka rada — bude
nadalej na svojich pravidelnych stretnutiach zabezpecovat
fungovanie centra a riadenie prezentacie vysledkov vyskumu
realizovaného v ramci projektu a propagaciu centra navonok na
domacich a zahranicnych konferenciach ako aj smerom k laickej
verejnosti.

o V. ramci aktivity 2.1 bude pomocou zakupeného pristrojového
vybavenia pre NGS prebiehat priprava kniznic, NGS analyzy
fragmentovych a RNA vzoriek periférnej krvi tehotnych zien na
vyskum fenoménov fetalnej DNA, bioinformatické spracovanie dat
a interpretacia, verifikacné experimenty a priprava odbornych
publikacnych vystupov
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