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Sto je NGS?

eng. next generation sequencing ili sekvenciranje nove
generacije

odredivanje redoslijeda nukleotida u genomu ili ciljanim
regijama DNA/RNA

brzo i istovremeno sekvenciranje velike koli¢ine genetskog
materijala = masovno paralelno sekvenciranja milijuna kratkih
fragmenata DNA

velika preciznost i pouzdanost

revolucionirao podrucje istrazivanja i dijagnostike



Prednosti i primjena NGS-a u dijagnostici

NGS omogucava
 analizu velikog broja ciljanih gena,
 detekciju novih mutacija,
 vecu osjetljivost = kvantifikacija rijetkih varijanti i transkripata

... ha velikom broju uzoraka te na rezoluciji jedne baze!

Primjena:

» maligna oboljenja, rijetke nasljedne bolesti
» farmakogenomika

« HLAtipizacija

* molekularna mikrobiologija

« prenatalno testiranje (cfDNA)

* nove mutacije, personalizirano lijeCenje...

» |Usmjerenost imunoloskog odgovora — analiza imunoloskog repertoara




Skup svih receptora Ti B
limfocta (TCR/BCR)

|| Sto je imunolodki repertoar?

Koli¢ina raznolikosti u
imunoloskom repertoaru
odrazava sposobnost
imunoloskog sustava da

odgovori na bolest

Profil imunoloskog
repertoara mijenja se u
bolesti




T-stanicni receptori (TCR)

* Molekule izrazene na povrsini T limfocita

* Omogucuju specificno prepoznavanje antigena
(epitopa)

* Jedinstveni svakom T limfocitu (klonu)

* Gradeni od kombinacije ai B (ap TCR) lancailiyi b
lanca (yé TCR)

* V(D)J rekombinacija omogucava izrazitu raznolikost
kombinacija TCR = 10%°!

* CDR3 regija - izravna interakcija s antigenom,
visoka varijabilnost

 Klonotip = jedinstvena nukleotidna sekvenca
koja nastaje tijekom procesa V(D)J
rekombinacije

Matos TR, de Rie MA, Teunissen MBM. Research Techniques Made Simple: Hi

10.1016/j.jid.2017.04.001
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Razvoj
cjepiva

Imunoloski
odgovor na
malignosti

Transplantacija
i tolerancija

Imunoterapija

Primjena analize

TCR repertoara

Alergijske
reakcije

Pronalazak
biomarkera

Autoimune

Infektivne
bolesti




Primjena analize repertoara TCR-a u
dijagnostici autoimunih bolesti

e Imunoloski profili oboljelih pokazuju specificne
obrasce:

» smanjena raznolikost

O Klonalna

ekspanzija ‘

O
@

» promijenjeni obrasci ekspresije TCR-V/J
gena

» specificni klonotipovi



RNASeq analiza repertoara TCR-a MAIT i yo T limfocita oboljelih od
psorijaze vulgaris

* Psorijaza = kroni¢na autoupalna bolest koze
posredovana T limfocitima
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Izazov — 1-10 % ukupnih
perifernih T limfocita; <5%
u kozi

Pristup — sortiranje
(fluorescencijom-aktivirano
protocCno sortiranje)
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Istovremeno sekvenciranje TCR-a/B/y/6 lanaca — utjecaj razli¢itih pocetnih
koncentracija RNA te pooliranja MAIT i yd0 T RNA uzoraka

8 uzoraka RNA proto¢no-sortiranih perifernih
MAIT i yo T stanica razli¢itih pocetnih
koncentracija i omjera (MAIT/ yo T)

AR

» Archer ® Immunoverse™ TCR Kit — priprema
knjiznica

* lllumina Miniseq sequencer

 Archer Analysis Software + VDJTools —
bioinformaticka analiza




TRB seqeuncing reads correlate with RNA input from MAIT cell samples
Pearson correlation; p = 0.7475, p = 0.0330
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Zakljucno

Sortiranje rijetko zastupljenih limfocitnih populacija
zahtijeva metodu koja osigurava visoku osjetljivost i
specificnost

Za pouzdanu bulk RNA-Seq analizu nuzna je zasebna

analiza TCR-q, -B, -y, -6 repertoara u sortiranim MAIT i y
T stanicama, uz koristenje ogranicenih kolicina RNA

Single-cell RNA-Seq predstavlja napredniji pristup u
analizi TCR-a rijetko zastupljenih limfocitnih vrsta
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