Metody genetyki | genomiki

Badanie i modyfikacje genomow



Mapowanie

- Jednostka cM (centymorgan) = 1%
rekombinacii

- W rzeczywistosci zaleznosc nie jest liniowa

- Podwajny crossing-over — gamety typu
rodzicielskiego

- Interferencja — zajscie crossing-over w
danym miejscu wptywa na
prawdopodobienstwo zajscia kolejnego w
poblizu




Funkcja mapowa

- Zaleznosc¢ odlegtosci genetycznej (d) od
obserwowanej czestosci rekombinantow

(6)

_ In(1-26)

- wielokrotne c-0, bez interferencii 2

- Funkcja mapowa Haldane’a d

- Funkcja Kosambi’ego

+ uwzglednia tez interferencje, szeroko 1 + 29

stosowana ln( )
- Dla matych 0: d=86 d — 1 T 29

A




PO co mapowanie

+ Mapowanie stracito znaczenie jako technika poznawania genomow

- Ciggle jest wazng metodg identyfikowania genow odpowiadajgcych za
okreslony fenotyp

+ porownanie sekwencji genomow (np. zdrowego | chorego) da wiele roznic -
ktOra jest tg wiasciwg”

- Jakie zmienne elementy genomu wykazuja w krzyzowkach/rodowodach
sprzezenie z badanym fenotypem



Od genetyki do genomiki



Co juz wiemy?

ldea genu jako jednostki dziedzicznosci (poczatek
XX w., na podstawie zapomnianych prac Mendla)

druga potowa XX w. - poznanie mechanizmow
dziatania genow

1977 - odczytywanie sekwencji DNA

1995 - pierwsze sekwencje catych genomow
(bakterii)

2001 - genom cztowieka - znamy wszystkie geny
XXI. wiek - sekwencjonowanie nowej generacjl

szybkie i niedrogie poznawanie genomow
tysiecy ludzi

coraz lepiej rozumiemy, jak dziata gen
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L ektura

- Allison "Podstawy biologii molekularnej”, rozdziat 8 1 9



Tradycyjny odczyt sekwenci

Metoda Sangera (1977)

- Synteza DNA w obecnosci
analogow nukleotydow (forma
dideoksy) terminujgcych reakcje
na okreslonym nukleotydzie

- Znakowanie radioaktywne,
osobne reakcje

Konkurencyjna metoda Maxama-
Gilberta, oparta na degradacii
DNA nie przyjeta sie (trudniejsza)
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ekwencjonowanie
automatyczne - 2. generacja

- Lata 90.

-+ Dideoksynukleotydy znakowane
fluorescencyjnie (4 kolory)

- Elektroforeza kapilarna
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Sekwencjonowanie
wySokoprzepustowe

-+ Tzw. deep sequencing, sekwencjonowanie
nowej generacji (NGS)

- Generowanie w jednym przebiegu miliondw
niezaleznych odczytow

- Pojedyncze odczyty krotkie (25-400 bp)

- Sekwencje odtwarza sie przez natozenie na
siebie bardzo wielu krotkich odczytow

- standard: pokrycie 30-50x uznawane za
"wysokie", 10x za niskie

A) Core aa. 70 and aa. 91
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Deep sequencing  aa. 2220: D (84 %)/L (16 %)




Sekwencjonowanie obecnie

Rozne metody

Cost per Human Genome

sekwencjonowanie przez synteze s100000.00

$10,000,000

sekwencjonowanie bezposrednie

Moore’s Law
$1,000,000

Krotkie odczyty (25-400 bp), ale duzo i
doktadne (lllumina, lonTorrent)

$100,000

$10,000

Dtugie odczyty (tysiace bp), ale mniej | NIH i,
. . ’ . $1,000
wiecej btedow (Oxford Nanopore, Pacific |
B.OSyStemS) $1oo2001 2?)02 2:03 2q004 2305 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021

https://www.genome.gov/



Reakcja na postep metod
genomiki

"business as usual": to nadal taka sama
biologia | genetyka, tylko na wieksza skale

- "data-driven research": nowe podejscie do
metody naukowej
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Wspodtczesna metoda
hipotetyczno-dedukcyjna

|dentyfikacja problemu badawczego

Hipoteza robocza sformutowana przed
zbieraniem danych z eksperymentow i
obserwacjl

Eksperymenty | obserwacje

Wariant formalny: hipoteza zerowa, czy
dane falsyfikuja hipoteze zerowa

Niezaleznie od dyskusji filozoficznych - tak
dziata obecnie nauka (hauki empiryczne)

Citation: Voit EO (2019) Perspective: Dimensions

of the scientific method. PLoS Comput Biol 15(9):

e1007279. https://doi.org/10.1371/journal.
pcbi.1007279

[

Identify an observation that cannot
immediately be explained

U

" Collect existing knowledge about the

observation and formulate potential
explanations

U

(

.

Select the seemingly most likely but R

so-far unproven explanation and
formulate it as a testable, falsifiable
hypothesis

L

.

Design and execute carefully
controlled wet-lab or computational
experiments to test the hypothesis
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Test results support the hypothesis ﬂ
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New insights are gained
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Disseminate the new insights
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Metoda “gata-ariven”

- Poszukiwania prawidtowosci w danych
przed sformutowaniem hipotezy

- Hipotezy formutowane po analizie danych,

a nie przed

+ Plerwszy krok exploratory data analysis
(EDA) - analizy eksploracyjne, w oparciu o
proste narzedzia, bez ztozonych podstaw

teoretycznych (Tukey, 1977)

- Kolejny krok: confirmatory data analyses
(CDA) - analizy potwierdzajgce, w oparciu o
koncepcje teoretyczne uzyskane dzieki

analizom eksploracyjnym

eed
More
Data

Holmes & Huber, Modern Statistics for Modern Biology, 2019

LPresentation Choice
Graphics

Form
Recognition
?

Confirmat.
Analyses

Simple Hypotheses




Metoda “data-driven” wersja
wspotczesna

Pojawita sie w wyniku rozwoju genomiki |
pokrewnych dziedzin

Biologia zaczeta wytwarzac duze iloSci
danych ilosciowych

Opiera sie na zbieraniu duzych (dazacych
do kompletnosci) zbiorow danych

Poszukiwania prawidtowosci w danych
przed sformutowaniem hipotezy

Wariant - analiza eksploracyjna z
wykorzystaniem metod uczenia
maszynowego

Citation: Voit EO (2019) Perspective: Dimensions
of the scientific method. PLoS Comput Biol 15(9):
e1007279. https://doi.org/10.1371/journal.

pchi. 1007279

[ Identify a suitable research question ]
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Attempt to interpret the distinguishing
signatures and to gain ideas for
further investigation
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Use these ideas to formulate novel,
testable hypotheses
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Koniec hipotezy”?

Podejscie zaktadajgce poszukiwanie prawidtowosci w duzych zbiorach
danych, zbieranych bez wstepnych zatozen, moze byC produktywne

Ale niesie tez (dobrze znane w literaturze) ryzyko

Lem, S. Cyberiada, Wyprawa szosta: czyli jak Trurl | Klapaucjusz demona
drugiego rodzaju stworzyli, aby zbdjce Gebona pokonac., 1965.

— Niby jakiej to autentycznej i drogocen-
nej informacji pozadasz? — pyta Klapaucjusz.

— Wszelkiej, byle prawdziwej — tamten na
to. — Kazda moze sie przygodzi¢ na okolicz-
nos¢ zyciowa. Mam juz wadoty moje i lochy
petnawe, ale sie¢ jeszcze drugie tyle pomiesci.
Gadajcie, co wiecie 1 umiecie, a ja sobie zapi-
sze. Tvlko predko!


http://www.portalwiedzy.pan.pl/images/stories/academia_2012/academia_2013/022013/004-008_golik.pdf

go. Ow za$ siedziat o beczke oparty i w popi-
skiwaniu pisaka brylantowego, ktérym
Demon spisywal na wstedze papierowej
wszystko, czego sie od atomow drgajacych
dowiadywat, czytat o tym, jak sie wije arle-
bardzkie wijq i ze cérka kroéla Petrycego z
Labaudii zwata sie Garbunda, i co jadt na dru-
gie $niadanie Fryderyk II, krol bladawcow, nim
wojne wypowiedziat Gwendolinom, i ile
powtok elektronowych liczytby sobie atom
termionolium, gdyby taki pierwiastek byt
mozliwy, 1 jakie s wymiary dziurki tylne;
matego ptaszka, zwanego kurkucielem, kto-
rego na swych rozamforach malujg Martajowie
Wabedzcy, jak réwniez o trzech smakach poli-
wonnych szlamu oceanicznego na Wodocji
Przyzrocznej, 1 o kwiatku Lubuduku, ktory
mysliwych staromalfandzkich wali siarczyscie
na odlew, Switem wzruszony, 1 jak wyprowa-
dzi¢ wzér na dostawe kata podstawy wielobo-
ku, ikoseadrem zwanego, 1 kto byt jubilerem



“[...] 1 pomatu diabli go zaczynali brac, bo juz mu switato, ze
wszystkie owe catkiem prawdziwe | ze wszech miar sensowne
INnformacje zupetnie nie sg mu potrzebne, gdyz robit sie z tego

groch z kapustg, od ktorego gtowa pekata, a nogi drzaty.”

—Stanistaw Lem, “Wyprawa szosta |...]”



Metagenomika

- |zolacja DNA ze srodowiska | sekwencjonowanie

- Jedyny sposob badania mikroorganizmow, ktore nie dajg sie hodowac



Metagenomika

Analiza sekwencji catosci DNA
wyizolowanego ze zbiorowiska organizmow




Odkrycia dzigki —— -
sekwencjonowaniu LETTERS

Metabolic streamlining in an open-ocean
- UCYN-A nitrogen-fixing cyanobacterium

H. James Tripp’, Shellie R. Bench', Kendra A. Turk’, Rachel A. Foster’, Brian A. Desany?, Faheem Niazi’,
Jason P. Affourtit’ & Jonathan P. Zehr'

- Sinica (cyjanobakteria) | o e

- Niewielki genom (1,4mln par zasad, 1200
genow) oy

- Brak zdolnosci fotosyntezy, cyklu Krebsa,
syntezy niektorych aminokwasow

- Zdolnosc asymilaciji azotu
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UCYN-A chromosome

GC content 1,443,823 bp,
] 1,214 predicted proteins,
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3

165.5 bp median
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L oklarcheota

Typ w domenie Archaea

Zidentyfikowany na podstawie analiz
metagenomowych (2015)

Najblizej spokrewniona z Eukaryota

Posiada geny kodujace biatka
umozliwiajace tworzenie ztozonych struktur
btonowych

Tak mogt wygladac gospodarz
endosymbiozy, ktora data poczatek
Eukaryota

—< Eukarya

-.“.M Korarchaeota

Aigarchaeota

-‘M Lokiarchaeota

Thaumarchaeota

Crenarchaeota

< Euryarchaeota
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ARTICLE

do0i:10.1038/nature14447

Complex archaea that bridge the gap
between prokaryotes and eukaryotes

Anja Spang'*, Jimmy H. Saw'*, Steffen L. Jorgensen®*, Katarzyna Zaremba-Niedzwiedzka'*, Joran Martijn', Anders E. Lind',
Roel van Eijk't, Christa Schleper®?, I

©2015 Macmillan Publishers Limited. All rights reserved



Wielkie projekty

+ Projekt 1000 genomow - roznorodnos¢ genetyczna cztowieka
- Metagenomika mikrobiomu przewodu pokarmowego cztowieka

- Genomy wymartych gatunkow (np. Neandertalczyk)



RNA-se0

mRNA CNS and adult head {by strand) [log2 converted]

— ] CE—
—— ] ———] or
RNA fragments ‘
S— S— S— m— ST library

with adaptors

|

ATCACAGTGCGACTCCATAAATTTTTCT
CGAAGGACCAGCAGAAACGAGAGERIV Y
GGACAGAGTCCCCAGCGGGCTGAAGGGG

Short sequence reads

digestive systen (by strand} [log2 converted]
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Nature Reviews | Genetics



Sekwencjonowanie nowe| generacji — wyzwanie dla bioinformatyki

+ Krotkie odczyty (50-150 nt)
*  pojedyncze
- “palred-end”
+ Problem identyfikacji | sktadania sekwenci

- Indeksowanie | multipleks



Genomika funkcjonalna

Wysokoprzepustowe analizy:

_J

glgz§>r931| genow (mikromacierze, RNA-  TECAN

proteomu

interakcji genetycznych i fizycznych

fenotypow




Co to znaczy? Genomika funkcjonalna.

TCACAATTTAGACATCTAGTCTTCCACTTAAGCATATTTAGATTGTTTCCAGTTTTCAGCTTTTATGACTAAATCTTCTAAAATTGTTTTTCCCTAAATGTATATTTTAATTTG
TCTCAGGAGTAGAATTTCTGAGTCATAAAGCGGTCATATGTATAAATTTTAGGTGCCTCATAGCTCTTCAAATAGTCATCCCATTTTATACATCCAGGCAATATATGAGAG
TTCTTGGTGCTCCACATCTTAGCTAGGATTTGATGTCAACCAGTCTCTTTAATTTAGATATTCTAGTACATACAAAATAATACCTCAGTGTAACCTCTGTTTGTATTTCCCT
TGATTAACTGATGCTGAGCACATCTTCATGTGCTTATTGACCATTAATTAGTCTTATTTGTTAAATGTCTCAAATATTTTATACAGTTTTACATTGTGTTATTCATTTTTTAAA

AAATTCATTTTAGGTTATATGTATGTGTGTGTCAAAGTGTGTGTACATCTATTTGATATATGTATGTCTATATATTCTGGATACCATCTCTGTTTCATGCATTGCATATATATTT
GCCTATTTAGTGGTTTATCTTTTCATTTTCTTTTGGTATCTTTTCATTAGAAATGTTATTTATTTTGAGTAAGTAACATTTAATATATTCTGTAACATTTAATGAATCATTTTATG

TTATGTTTAGTATTAAATTTCTGAAAACATTCTATGTATTCTACTAGAATTGTCATAATTTTATCTTTTATATACATTGATATTTTTATGTCAAATATGTAGGTATGTGATATTATG

CACATGGTTTTAATTCAGTTAATTGTTCTTCCAGATGTTTGTACCATTCCAACATCATTTAAATCATTAAATGAAAAGCCTTTCCTTACTAGCTAGCCAGCTTTGAAAATC

CATTCATAGGGTTTGTGTTAATATATTTTTGTTCTTTTTTTTCCTTTCTACTGATCTCTTTATATTAATACCTACTGTGGCTTTATATGAAGTCATGGAATAATACGTAGTAAG

CCCTCTAACACTGTTCTGTTACTGTTGTTATTGTTTTCTCAGGGTACTTTGAAATATTCGAGATTTTATTATTTTTTAGTAGCCTAGATTTCAAGATTGTTTTGACGATCAAT
TTTTGAATCAATTGTCAATATTTTTAGTAATAAAATGATGATTTTTGATTGGAAATACAT TAAATCTATAAGCCAAATTGGAGATTATTGATATATTAACAAAAATGAGTTTTCC
AGTCCATGAATGTATGCACATTATAAAATTCATTCTTAAGTATGTCATTTTTTAAGTTTTAGTTTCAGCAGTATATGTTTGTTACATAGGTAAACTCCTGTCATGGGGGTTA

GTTGTACAGGTTATTTTATCATCCAGGCATAAAGCCCAGTACCCAGTAGTTATCTTTTCTGCTCCTCTCCCTCCTGTCACCCTCCACTCTCAAGTAGACCCCAGTTTC
TGTTGTTCTCTTCTTTGCATTAATGACTTCTCATCATTTAGATTGCACTTGTAAGTGAGAACAGGACGTATGTGGTTTTCTACTCCTGTGTTAGTTTGCTAAGGATAACC

ACCTCCATCTCCATCCATGTTCCCACAAAAGACATGATCTCCTTTTTTATGGCTGCATATTATTCCATGGTATATATGTACCACATTTTCTTTATCCAATCTGTCATTGATG
GACATTTAGGTTGTTTCCACATCATTGCCGTTGTAAATACTGCTGCAGTGAATATTCGTGTGTATGTCTTTATGGTAGAATGATTTATATTCCTCTGGGTATATTTCCAAGT
AATGGGATGGTTGGGTCAAATGGTAATTCTGCTTTTAGCTTTTTGAGGAATTGCCATATTGCCTTTCACAACGGTTGAACTAATTTATACTCCCAAGAGTGTATAAGT TG
[TCCTTTTTCTCTGCAACCTCGACATCACCTGTTATTTATGACTTTTATATAATAGCCATTCTGCTGGTCTGAGATGGTATCTCATTATGATTTTGATTTGCATTTCTCTAAT
GCTCAGTGATATTGAGCTTGGCTGCATATATGTCTTCTTTTAAAAATATCTGTTCATGTCCTTTGCCTAATTTATAACGGGGTTGTTTGTTTTTCTCTTGTAAATTTGTTTAA
GTTCCTTATAGATTCTAGGTATTAAACCTTTTTTCAGAGGCGTGGCTTGCAAATATTTTCTCCCATTCTATAGGTTGTCTGTTTATTCTGTTGATAGTTTCCCTTGCTGTG

CAGAAGCTCTTAACTTTAATTAGATCCGACTTGTCAATTTTTGCTTTGGTCGCAATTGCTTTTGATGTTATTGTCGTGAAATCTTTGCTAGTTCTTAGGTCCAGGATGATA
TTGCCCAAGTTGTCTTCCAGGGCTTTTATAATTTTGGATTTTACATTTAAGTCTTAATATATTTATTAAATTTGTTAGGGTTTCAGGATACAAGGACAATATAGCAGCAAAC

AATGTAAAAGTAAAATCTGAAAAATAATAGAAAACAGT TTAATTGAACACTTTACCATTATGTAATGCCCTTCTTTGTCTTTCCTGATCTTTGTTGGTTTGAAGTTCAAAAA
AGACAAACTTAATGGTACAATAGGTATTGTAGATTTCAGGACTTTCTGTATAAAATATTTTGTATATATGAATAGATCATTTTTTATTTCCAGTCTTTAAACATTTTCTTAACAT
TTTCTTCTATTGCTTCACTTCACTCGCTAGGACCATCAGGACAGTGTTGAACAGAAATTGTCAGACTGATCATCACAACTTTTTCTAGATTTTAGAAGGAAATTTTTCTT

TATTTCAACATAAAGCAGCATGTTAATGCCAAGTTTTAATATGTGTTATCAGATTGAAATTTTTTTGTATATTTCTACATTACCAAGAATTTTTAGCAAGAGTTTTTGTTGAG

[TTTAATTTAAAAATCATTTGTTAATTTCATCTGATTTTTTTATTTCTCTTTTTACCTTAAGAGATTAAACTGACTACAGATTGAATATAAACAAACAAACAAACAAACAAAAA
CTCTAAAATGCTGTGGATCAACACCACTTAGTAATTTGTATACTTGGATTCAATTTGCTGAAATTTTGTTAGACATTTTTGCGTCGATATTTATGAGGGATGTTGATCTGT

AAAAGTATTAAAATGCCTTTGACAGATAGTGTCACCATATAAAAAACTTTGAACAAAATCAGATTATATCACTGTGGATATTTCTATTTTGAACTAACTTAGATGATAATTTT
AATCTATATCCTAGATGAACT

Maty fragment chromosomu 21



Odwrotna genetyka — od genu do funkgij

Genetyka tradycyjna Genetyka ,,odwrotna”
Funkcja (mutacja, fenotyp) Gen (z sekwencji catego genomu)
1 |
Klonowanie genu Inaktywacja genu

v v
Analiza sklonowanego genu Analiza uzyskanego fenotypu



Odwrotna genetyka — inaktywacja przez rekombinacje

Sklonowany gen X

l Usuniecie fragmentu

RS —
I /
\ | Sklonowany gen markerowy

Wstawienie genu
markerowego

PCR na matrycy genu markerowego
ze starterami z dodanymi
na koncach §’ sekwencjami genu X

Kaseta delecyjna

Wprowadzenie kasety delecyjnej
do komorek

I o oonack
podwaojny crossing-over)
> >C ( L 9

Gen X (lub jego fragment) rozbity i
zastgpiony przez gen markerowy




Odwrotna genetyka — interferencja RNA

Breakthrough
of the Year

Odkrycie roku 2002 —
regulacyjna rola matych RNA

Nagroda Nobla w dziedzinie
medycyny 20006, za odkrycie
mechanizmu interferenci
RNA
A. Fire 1 C. Mello



SIRNA - jak to dziata””

U Rk “ KNP ATE

)

RISC protein
components

‘,/"% P-4
| [ 2= Risc
. - %}/

./

SIRNA unwinding

.'C\,D /”"—\ Activated

/) RisC
" Activation
ssociaton with by ATP
target mRNA Y

'/—— 0'/-— m7G

o~ );\Q_/ AAAAAAAA
\v/ ________ .

--------- Target mRNA
substrate
‘ e Target mRNA
- cleavage

D — Efekt — degradacja mRNA

~~— Antisense Hannon G.J.: ‘BNA interference’, Nature 418, July 11, 2002



Modyfikacje genomu: od inzynierii genetyczne] do biologii
syntetycznej



Zastosowania

Badania podstawowe

Biotechnologia

Granica miedzy badaniami podstawowymi a stosowanymi jest ptynna, stosowane techniki sg
podobne, roznice dotyczg gtownie skali.



Podstawowe techniki

- |zolacja DNA [ub RNA
- CcDNA — izolacja RNA | przepisanie na DNA
+ Chemiczna synteza DNA de novo
- PCR
- Klonowanie DNA
+ Mutageneza losowa | ukierunkowana
W tym wprowadzanie modyfikacji do genomu
- Wykrywanie DNA, RNA | biatek

- Sekwencjonowanie



L ektura

- Allison "Podstawy biologii molekularnej”, rozdziat 8 1 9



Bacterium Human cell

Inzynieria genetyczna p.as;d;Z b

' Human insulin-producing gone

Zbior metod w uzyciu od lat 70.

2. DNA

Dla zmodyfikowania genomu nalezy: estriction \o Bacterial DNA with human gone inserted

enzymes.

- wyizolowac DNA

3. Plasmid is
reintroduced

- zmodyfikowac DNA in vitro into bacterium.
wprowadzi¢ zmodyfikowany DNA do 4. Engineered
, : bacteria multiply >
komorek (tego samego lub innego producing insuln. /s
organizmu) e

Narzedziami sg (czesto zmodyfikowane) c neulin ic

enzymy: restryktazy, ligazy, polimerazy, itp. o arfied to

produce human
insulin.

Human
insulin

Insulin injected into
patient

/ © ck12.org



Ekspresja heterologiczna

- Wytwarzanie w komadrkach biatka naturalnie
w hich niewystepujacego dzieki
wprowadzeniu odpowiedniego genu

Np. bakterie wytwarzajgce ludzka insuline, |
wiele innych

Leki wykorzystujgce produkowane w
komorkach zmodyfikowane przeciwciata

Fuzje biatkowe - fgczenie roznych
fragmentow biatek przez taczenie sekwenc;ji
DNA

polypeptide
—— 1 -
DNA {
=1 ) b
B chain :
(2D o
Insert into separate Transform E. coli with Add inducer to Purify and mix )s"‘
plasmid expression vectors and clone initiate protein A and B chains
vectors separately synthesis
A chain
Gene for 5 $-s
A chain e

Campbell, Biochemistry, 3/e
Text Figure 10.14

Synthetic
::dho R ’—P{ 08 (“) Insulin
A chain

Harcourt Brace & Company




Gtowne wyzwania inzynieri
genetycznej

Wprowadzenie zmienionego DNA do
genomu gospodarza

W scisle okreslone miejsce (targeting)
Wydajnosc¢ rézna u rdznych organizmow
np. drozdze - b. wysoka
cztowiek b. niska
Dodatkowe kroki potrzebne by nie

pozostawic sladow w genomie (np.
markerow selekcyjnych)

a) Homologous recombination:

Posrtlve selectable Negative selectable
marker marker

Gene targeting vector:

HSV-tk

i 1

Target Gene

Homologous sites

Genomic DNA:

Region removed from genome

4

Modified genomic DNA:

b) Random integration:

Gene targeting vector:

Entire vector is inserted

Random genomic DNA region:

4

Genomic DNA with vector inserted at random site:

© wikimedia.org



Redagowanie genomu

Wprowadzenie zmiany w okreslonym
miejscu genomu

In situ - bez izolacji DNA | ponownego
wprowadzenia zmienione] sekwenciji!

Do komorki wprowadzany jest system
modyfikujacy DNA

© MIT News



