Genomika funkcjonalna

Wielkoskalowe analizy genetyczne



Genomika funkcjonalna

+ Kolejny po poznaniu sekwenciji (struktury) genomu etap
- Poznanie funkcji wszystkich genow

- Zrozumienie interakcjl pomiedzy genami - poziom systemowy



S. cerevisiae jako organizm modelowy

- tatwa hodowla | testy fenotypowe

- Fizjologia typowa dla mikroorganizmow

- Bezpieczne i nieszkodliwe dla srodowiska

-+ Dobrze poznana genetyka klasyczna (analiza tetrad, mapy)

- tatwe manipulacje genetyczne (“odwrotna genetyka”, plazmiady)
- Stabilna faza haploidalna oraz diploidalna

- Bardzo wysoka czestosC rekombinacji homologiczne;



Genom S. cerevisiae
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Genom S. cerevisiae

-+ Genom zwarty, oszczednie upakowany
- Introny bardzo nieliczne (~200, 4% genow) | krotkie
+ Sekwencje regulatorowe dosyc¢ krotkie
- ~70% genomu to sekwencje kodujace biatka
+  niewiele elementow repetytywnych

52 kople transpozonu TY, ~250 pojedynczych LTR



Genom S. cerevisiae

- Okoto 12,5 Mb

- E. coli — ~4,2 Mb; Drosophila
~160 Mb:; cztowiek ~3 000 Mb

- Okoto 6500 genow kodujacych
biatka
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Baza danych genomu drozdzowego

- SGD (Saccharomyces Genome Datalbase) www.yeastgenome.org
- Bardzo kompletna i starannie utrzymywana

- Personel SGD utrzymuje m. in. standaryzacje nazw genow, referencyjna
sekwencje genomu, annotacje funkcji itp.

- GO - Gene Ontology - system hierarchicznych termindw opisujgcych funkcie,
procesy biologiczne, lokalizacje



Standaryzacja

- Nomenklatura gendw
- gen: ABCT7, mutant abc, biatko Abc1p

» Opis funkciji (GO - gene ontology)
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Gene Ontology

Ontology Diagram

- Cenne narzedzie w analizach
wysokoprzepustowych

- Np. w analizie ekspresii

- term enrichment - czy wsrod genow o
zmienione| ekspresiji jest istotne
wzbogacenie okreslonych kategorii
funkcjonalnych
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Gene ontology (GO

Gene Ontology Term: ATP-dependent RNA helicase activity

Overview

GO ID: GO:0004004 =

Aspect: Molecular Function

Description: Catalysis of the reaction: ATP + H20 = ADP + phosphate; this reaction drives the unwinding of

an RNA helix.

View GO Annotations in other species in AmiGO &

Ontology Diagram
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Najlepie] poznany genom eukariotyczny

Summary of Phenotype Annotations (as of 3/6/2017)

This bar graph represents the state of phenotype annotations for the entire S. cerevisiae genome using a phenotype slim (i.e., a high-level
subset of phenotype terms). This subset allows phenotypes to be grouped into broad categories. More information about phenotype
annotation and the ontology can be found on SGD’s phenotype help page. All the phenotype data summarized on this graph can be found
in our phenotype_data.tab file.
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Narzedzia genetyki molekularne] drozdzy

S, cerevisiae 1o jeden z najtatwiejszych w manipulowaniu organizmow
Podstawowe wiasciwoscl
bardzo wysoka wydajnosc¢ rekombinacji homologiczne;

+ tatwosc¢ ukierunkowane] manipulacji genomem



Delecja genu przez rekombinacie

oo URAZ oo

i i 2‘ Rekombinacja

in vivo

*

Tzw. dysrupcja




Dysrupcje — metoda PCR

- Homologiczne flanki nie musza by¢ diugie,
mozna je dodac przez PCR

- Kaseta KanMX4, nie pochodzi z drozdzy, ATG! 1 2o Ukmin g 2
nie rekombinuje sama z genomem L] kan’ [ ]
RND 1 D2 2bpUnquetsg D1 TAA
PCR downtag
450p Upsream prmes
ATG| upt kan' downtag [ TAA
RND 2 £5bp Downstream pamer




Kolekcje

+ Dostepne kolekcje szczepow delecyjnych
+ Diploidalne heterozygotyczne >6000
+ Homozygotyczne ~4800

+ reszta — letalne u homozygot



Kolekcje

*  Inne kolekcje
+ fuzje ze znacznikami powinowactwa
+ ORF pod regulowanym promotorem
+ nadekspresja ORF ze znacznikiem powinowactwa

| wiele Innych



Projekty na skale genomowag

- Delecje (analiza fenotypowa)

-+ Nadekspresja biatek (MORF)

- Zmiany ekspresji genow (mikromacierze, fuzje reporterowe)
- Lokalizacja biatek w komorce (fuzje z GFP)

- Interakcje biatek (system dwuhybrydowy)

- Interakcje genetyczne (np. syntetyczne letalne)

- Mapowanie QTL



Problem analiz wysokoprzepustowych

(a)

Dimmer et al.
341 pet genes

Luban et al.
355 pet genes

present study
319 pet genes

Geny pet (niezbedne do oddychania)

Merz & Westermann, 2009



Problem analiz wysokoprzepustowych

- Powtarzalnos¢ wynikow w roznych badaniach jest niewielka

- Znaczny wptyw tta genetycznego | warunkow doswiadczalnych



Analizy wysokoprzepustowe — roboty lalboratoryjne

©Singer Instruments, UK




Analizy wysokoprzepustowe — roboty lalboratoryjne




Wykorzystanie kolekcji delecyjnych

___ICP| UPTAG KanMX DNTAG [CP

X Deletion cassette X

— ORF —

- Start Stop -

CP - Common Primer - wspolny starter
UPTAG, DNTAG - “kody kreskowe”, unikatowe sekwencje

Steinmetz & Davis, 2004, Nat. Rev. Genet. 5: 190-201



DNTAG (0].3
—®
* PCR amplification

%W P
_ ®
® s 'y % TAG

* Hybridization

__KanMX

Steinmetz & Davis, 2004, Nat. Rev. Genet. 5: 190-201



Fenotyp a analiza ekspresj

- Dwa najczestsze podejscia genomiki funkcjonalne;;

- analiza ekspresji (transkryptomika) - zmiany poziomu mRNA w roznych
warunkach

+ analiza fenotypowa - defekt wzrostowy (fithess) w okreslonych warunkach

+ Czy wyniki sie pokrywajg”



Fenotyp a ekspresja

(Galactose fithess defect score
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A Significant expression change
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Giaever et al. Nature 418, 387-391 (2002)



Fenotyp a ekspresja

b 4 Significant fitness defect
A Significant expression change
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Fenotyp a ekspresja

-+ Nakfadanie sie znaczagce] zmiany ekspresji | defektu wzrostu
+ </% dla wzrostu na galaktozie i 1M NaCl
- ~7% dla wzrostu na niefermentowalnych zrodtach wegla

+ ~16% dla sporulaci



|[dentyfikacja substanc) aktywnych

1 night at 30°C

Drozdze na szalce

Testowane zwigzki

? (murawa) nakraplane na krazki filtréw
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|[dentyfikacja celow dziatania substancji aktywnych za pomoca
genomiki drozdzy

drug

- =
—5=— @©®©

Haploinsufficiency ~ Overexpression

Growth

Normal Inhibited Deletion Multicopy
by drug sensitivity suppression



Poszukiwanie interakcji genetycznych

- Oddziatywania tagodzace (np. supresja)

+ selekcja bezposrednia

-+ Oddziatywania syntetyczne
+syntetyczna letalnosce:
* pojedyncze mutacje gen 1 gen2 nie sg letalne, ale podwojny mutant gen, gen2 nie przezywa
*syntetyczne wzmocnienie

+ pojedyncze mutacje genl | genZ2 staby fenotyp, podwojny mutant geni, genZ2 silny fenotyp (np.
spowolnienie wzrostu)



Ujecie ilosciowe

d Negative genetic interactions

Fitness

Wild-type
Single mutant A

Single mutant B 0.5

- 2 Expected
iInteraction
Synthetic sick

0.2

Synthetic lethal
0

Negative
Interactions

Double mutant AB

Dixon et al. 2009, Annu Rev Genet 43:601-25



a :
S G A MATa MATa
query £ @O X xxxA

‘ Mating

b
Synthetic Gene Array
Kolekcja delecji, krzyzowana z badanym
genem ¢

Sporulacja,

MATa haploid selection
(canlA:=MFATpr—HIS3)

Selekcja haploidow MATa

Selekcja pojedynczych i podwdjnych
mutantow

3 CANI  mm canlA:MFAIpr-HIS3 O Q Wild-type alleles @ @ Deletion mutations

Boone et al. Nature Reviews Genetics, 2007 vol. 8 (6) pp. 437



SGA

Step 1:

Step 2:

Step 3:

Step 4:

Step 5:

Step 6:
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http://www.utoronto.ca/boonelab/sga_technology/index.shtml




dSLAM

b dSLAM

Convertible
a/a pool

Transform query mutation ‘ u

AN
MATa haploid selection (MFA Jpr—HlSiAA

Control pool Experimental pool
(single mutants) (double mutants)

Co

Amplification of barcodes
~_ Hybridization to DNA microarray

3 CANI @@ canlA:MFAIpr-HIS3  Q O Wild-type alleles

@ © Deletion mutations

Diploid-based synthetic lethality analysis with microarrays (dSLAM)



Wyniki — siecli interakcji genetycznych
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Rekonstrukcja siecl interakcil

Step 3:
Build genetic interaction networks

Common biological

N
)
< pl’OCESS
< <

Array 3
Array 4
Array 5

Query 1
Query 2
Explore function
guery : e of gene cluster
uery
Query 5

. No interaction
- Interartinn



Interakcje genetyczne — ujecie systemowe

Interakcje genetyczne wskazujg na zwigzki funkcjl

+ Moga wigzac elementy tego samego szlaku/kompleksu, ale tez roznych szlakow, powigzanych funkcja

- Zestaw interakcji (pozycja na mapie interaktomu genetycznego) moze wskazywac na funkcje genu



Sieci interakc

- Siec interakcji syntetycznych letalnych jest
rzadka — okoto 1%

- Interakcje syntetyczne sg jednak czeste
pomiedzy genami o powigzanej funkcij
(18%-25%)

e
YBLOG2w
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Interakcje genetyczne a
fizyczne

Interakcje fizyczne | genetyczne rzadko sie
nakfadajg, choc czesciej, niz przewidywano
by dla petnej losowosci

Naktadanie sie interakcji genetycznych |
fizycznych czeste dla interakcji pozytywnych
(epistaza)

Interakcje negatywne z reguty pomiedzy
roznymi kompleksami fizycznymi

Elongator
complex

Urmylation
pathway

. No interaction

- Positive genetic
interaction

- Negative genetic
interaction

T N M O W e~ N T — N O
AATA A B thle & Y,
o P e e ey [ [ - U U
mwuwwaDDzz

Elongator Urmylation
complex pathway



Sieci biologiczne

- Zastosowanie pojec teorii grafow i sieci P

- N - liczba weztow :
-k - stopien wezta (liczba potaczen)

- L - catkowita liczba potaczen | 075

Py
.8

- P(k) - rozktad prawdopodobienstwa
znalezienia wezta o stopniu k

0.25

0

k
- Najwazniejsze odkrycie - opisanie sieci
bezskalowych: Barabasi & Albert.
Emergence of scaling in random networks.
Science, 286: 509, 19909.

PREFERENTIAL ATTACHMENT
NETWORK SCIENTISTS

]

http://barabasi.com/networksciencebook/



Sieci losowe | bezskalowe

()
Py~ p“(l—p)*
K
Pk)y~ k™"

http://barabasi.com/networksciencebook/



Sieci interakc

Sieci interakcji biologicznych majg
charakter bezskalowy

- wezty centralne (hubs) z duzg
liczbg potgczen

- wezty peryferyjne, z matg liczba
potgczen

- wezly centralne czescie
odpowiadajg genom
niezbywalnym (ktorych defekt
jest letalny)

C. POWER LAW

' Many nodes
Y o " 5 o
with only a few links

A few hubs with
\ large number of links

Number of nodes with k links
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Sieci biologiczne 1 inne

- Wezty centralne | peryferyjne

- “Maty swiat” — dtugoscC najkrotszej sciezki pomiedzy dwoma weztami jest
niewielka (~3,3 wezty u drozdzy)

* Niewielkie zwiekszenie odlegtosci przy zwiekszaniu liczby weztow (“ultra
maty Swiat”)

+ Podobne wtasciwosci ma np. sieC potaczen lotniczych, Internet (WWW), siecl
interakcji spotecznych, liczba Erddsa wsrod matematykow



The y Dependent Properties of Scale-Free Networks
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Ewolucja siecli bezskalowych

- Preferencyjne przytgczanie: model (/
Barabasiego-Albert

- Nowy wezet dotgcza do istniejacych z
prawdopodobienstwem proporcjonalnym

do stopnia wezia 7 ? 3 ;[

ki

oA

I(k,) =

http://barabasi.com/networksciencebook/



A A . l Error and attack tolerance of complex networks
rze p OSC S I eCI Réka Albert, Hawoong Jeong and Albert-Laszlé Barabasi

Nature 406, 378-382(27 July 2000)

doi:10.1038/35019019

Sieci bezskalowe sa bardziej odporne na
przypadkowe zaburzenia niz sieci losowe ]
(wyktadnicze)
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wykorzystanie znajomosci sieci w
projektowaniu lekow itp.
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Interakcje genetyczne a biologia systemow

+ Badanie sieci interakcjl funkcjonalnych na skale catego organizmu to podstawa
biologil systemow

+ Interakcje genetyczne sg waznym elementem takigj siec
- Moze nawet bardziej, niz interakcje fizyczne

- Interakcje fizyczne identyfikujg kompleksy, interakcje genetyczne mogag pokazac,
w Jakim kontekscie te kompleksy funkcjonujg

+ Wszystkie dotychczasowe wyniki sg bardzo niekompletne, nawet u drozdzy

- Nie ma biologii systemow bez genetyki
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A global genetic interaction
network maps a wiring diagram
of cellular function

Michael Costanzo,* Benjamin VanderSluis,* Elizabeth N. Koch,* Anastasia Baryshnikova,*
Carles Pons,* Guihong Tan,* Wen Wang, Matej Usaj, Julia Hanchard, Susan D. Lee,
Vicent Pelechano, Erin B. Styles, Maximilian Billmann, Jolanda van Leeuwen,

Nydia van Dyk, Zhen-Yuan Lin, Elena Kuzmin, Justin Nelson, Jeff S. Piotrowski,

Tharan Srikumar, Sondra Bahr, Yiqun Chen, Raamesh Deshpande, Christoph F. Kurat,
Sheena C. Li, Zhijian Li, Mojca Mattiazzi Usaj, Hiroki Okada, Natasha Pascoe,
Bryan-Joseph San Luis, Sara Sharifpoor, Emira Shuteriqi, Scott W. Simpkins,

Jamie Snider, Harsha Garadi Suresh, Yizhao Tan, Hongwei Zhu, Noel Malod-Dognin,

Vuk Janjic, Natasa Przulj, Olga G. Troyanskaya, Igor Stagljar, Tian Xia, Yoshikazu Ohya,
tR N A Wobble Modlflcatlon Anne-Claude Gingras, Brian Raught, Michael Boutros, Lars M. Steinmetz, Claire L. Moore,

|- — = Adam P. Rosebrock, Amy A. Caudy, Chad L. Myers,T Brenda Andrews,T Charles Boonet
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A global network of genetic interaction profile similarities. (Left) Genes with similar genetic interaction
profiles are connected in a global network, such that genes exhibiting more similar profiles are located
closer to each other, whereas genes with less similar profiles are positioned farther apart. (Right) Spatial
analysis of functional enrichment was used to identify and color network regions enriched for similar Gene
Ontology bioprocess terms.
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Interakcje genetyczne a
fizyczne

- Produkty w roznych kompleksach -
czestsze interakcje negatywne

 Produkty w tym samym kompleksie -
pozytywne czestsze dla genow nie
bedacych niezbywalnymi

A Within Complex Enrichment B Between Complex Enrichment

Percentage of protein complex pairs Percentage of protein complex pairs
0 20% 40% 60% 80% 100% 0 1% 2% 3% 4% 5%

| ] | | | | | | | 1 1 |

_ | Negative | Negative NI
Nonessential s L Nenessariicl
Positive ! Positive
Negative | - |
Essential corio | E920e
Positive ssentia "
Positive ! !
Essential. | Negative NN
Nonessential Positive !

Fig. 8. Genetic interactions within and between protein complexes. (A) The percentage of nonessential
and essential complexes whose members were enriched for genetic interactions with each other and biased
(i.e., coherent) for either mostly negative (blue) or mostly positive (yellow) interactions. (B) The percentage
of nonessential-nonessential, essential-essential, or essential-nonessential complex-complex pairs found to
be enriched for genetic interactions and biased (i.e., coherent) for either mostly negative (blue) or mostly
positive (yellow) interactions. Black dashed lines indicate the background rate of coherent genetic inter-
action enrichment within individual complexes or between pairs of protein complexes. Error bars indicate
the standard deviation across multiple samplings of different alleles for the same essential genes, where
each gene is represented by a single, randomly selected allele in each sampling.



Interakcje genetyczne a biologia systemow

Badanie siecl interakcjl funkcjonalnych na skale catego organizmu to podstawa
pbiologii systemow

Interakcje genetyczne sg waznym elementem takiej sieci

- Moze nawet bardziej, niz interakcje fizyczne

- Interakgcje fizyczne identyfikujg kompleksy, interakcje genetyczne moga pokazac, w jakim kontekscie te kompleksy
funkcjonujg

Wszystkie dotychczasowe wyniki sg bardzo niekompletne, nawet u drozdzy



Wyzwania

Systematyczne badania interakcji genetycznych sg obecnie w fazie
poczatkowe]

Zagadnienia na przysztosc:

- Oddziatywania wyzszego rzedu niz podwojne (3 | wiecej genow)

- Wptyw Srodowiska i tta genetycznego

- Allele inne, niz delecja (null) i nadekspresja — mniej ekstremalne formy zmiennosci genetycznej

- Systematyczne analizy w innych, bardziej ztozonych organizmach



Nie tylko drozdze

Step 1:
Generate double mutant

Saccharomyces cerevisiae

Mating — —X

% X

Query strain

R —

Deletion library

Caenorhabditis elegans
Feeding = “mF
#
I JIIE

Query strain Bacterial RNAi library

Mammalian cell culture

wiion X X
X X

Viral shRNA library

Query cell line

Step 2:

Score phenotype and identify interactions

Report

3 4 —

Measure colony size

G
6

Report
@O
Count viable worms
Report
—

Measure viability
using a dye

Colony 1: 98 pixels
Colony 2: 99 pixels
Colony 3: 95 pixels
Colony 4: 17 pixels

Well 1: 30 worms
Well 2: 28 worms
Well 3: 29 worms
Well 4: 3 worms

Well 1: 998 a.u.
Well 2: 956 a.u.
Well 3: 972 a.u.
Well 4: 211 a.u.



Fusion of virus particles
and insertion of viral genome
into the cell

Genomika funkcjonalna
iInNnych organizmow

Wysokoprzepustowe wykorzystywanie
metod odwrotnej genetyki

interferencja RNA

CRISPR-Cas9 i modyfikacje

llllllllllll
||||||||||

s
||||||||||||||||||||||||||||

High-throughput functional genomics
using CRISPR—Cas9

Ophir Shalem, Neville E. Sanjana and Feng Zhang

RISC )
T —AAA

l

Active mRNA
degradation and
translational inhibition

NATURE REVIEWS | GENETICS VOLUME 16 | MAY 2015 | 299



CRISPR-Cas9 CRISPR/Cas9

- Przeciety DNA - pekniecie dwuniciowe
(DSB- double strand break) - przez
komorke traktowane jako powazne
uszkodzenie NHEJ

Repair dsDNA
- Indukowane systemy naprawcze i:[)@\

- Powstaje mata delecja

- W obecnosci donorowego DNA naprawa
rekombinacyjna - wstawienie
zmodyfikowanej] sekwencji

© Advanced Analycical



CRISPRAI
Inhibitor

Modyfikacje - regulacja

-+ Cas9 nieaktywna - nie tnie DNA

- Zwigzana domena aktywujgca lub
hamujgca transkrypcje

- Zwigzane domeny wprowadzajace
modyfikacje epigenetyczne (np. metylacja CRISPRa
DNA) - dopiero rozwijane

g

Nature | Vol 578 | 13 February 2020



Strategie screeningu

*  Screen macierzowy

+ konstrukty przygotowywane |
transfekowane osobno

*  Screen tgczony
- konstrukty jako pula, po transfekcii

klony identyfikowane przez NGS
(rozpoznawany konkretny konstrukt)

' High-throughput functional genomics
using CRISPR—Cas9

Ophir Shalem, Neville E. Sanjana and Feng Zhang

Reagent synthesis

Library construction

Cell targeting

shRNA Arrzy d iRNA
product RNA
mm;m@ in plat _— g
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Analizy fenotypu u roslin

Root phenotyping in the PlaRoM; Rhizoslides; Rhizoponics;
laboratory RADIX; RhizoTubes

.--------------------------.----------------

'-------------------------'---------------
.--------.-------------1------.-------.
.---.--.---.------.----.--*--------------

................ sheesscssscesasene
Applications Platforms '
'
Shoot phenotyping for PHENOPSIS (DB); GROWSCREEN E
Arabidopsis in the (FLUORO); Phenoscope; '
laboratory Phenovator; PlantScreen :
L)
Shoot phenotyping for TraitMill; Scanalyzer3D; Crop -
crops in the laboratory PHENOARCH; HRPF images '
:
PhenoBox E
:
'
'
'

>

GiARoots RootReader3D Organ/tissue Shoot Root Ground-base Unmanned Yield or quality
phenotyping phenotyping phenotyping platfroms aerial vehicles platforms

GROWSCREEN-Rhizo

MRI-PET; PET-CT; MRI-CT

Ground-based CPRS, a fixed phenotyping tower
phenotyping
in the field

Field Scanalyzer, a rail-based gantry
phenotyping system

BreedVision, a self-propelled tractor
equipped with multiple sensors

mounted in a mobile dark chamber VIS(2D) VIS(3D) Hyperspectral

Remote sensing in the Drones or UAVs equipped with
field multiple sensors -
) 2 7 - . 2 . 5 z
A e s 10° Vv (HZ)

Crop Phenomics and High-Throughput

Phenotyping: Past Decades, Current Challenges, Gamma-ray X-ray UV VIS Laser NIR FIRTHZ Microwave
and Future Perspectives

Wanneng Yang'->*, Hui Feng™-°, Xuehai Zhang?-°, Jian Zhang', John H. Doonan?,
William David Batchelor?, Lizhong Xiong' and Jianbing Yan'




Genomika cech wieloczynnikowych

+ Dziedziczenie wieloczynnikowe - fenotyp zalezy od interakciji alleli wielu gendw
oraz srodowiska

- W odrdznieniu od fenotypow mendlowskich majg zwykle charakter zmiennosci
ciagtej (ilosciowej), a nie dyskretnej

- QTL - Quantitative Trait Loci - loci cech ilosciowych - olbszary genomu w
istotny sposob wptywajgce na fenotyp cechy wieloczynnikowej



Genomika cech wieloczynnikowych

+ Wazne zagadnienie dla
* genetyki cztowieka
+ czeste choroby, zmiennos¢ prawidtowa
+ genetyki roslin uprawnych
+ genetyki zwierzgt hodowlanych
- teorii ewolucil
- Gtownie analizy statystyczne

- Czy mozna zastosowac proste organizmy modelowe”?



QTL u drozdzy

- QTL u drozdzy mozna badac¢ wykorzystujac szczepy o roznym tle
genetycznym

- S. cerevisiae - bardzo duza zmiennos¢, nawet wsrod szczepow
laboratoryjnych



QTL u drozdzy - 3 strategie

- Bulk Segregant Analysis (BSA) - masowa analiza segregantow

- Individual Segregant Analysis (ISA) - analiza pojedynczych segregantow
(rownolegta)

+ Reciprocal Hemizygosity Scanning (RHS) - analiza hemizygotycznych deleci



QTL u drozdzy
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Wilkening et al. (2014), Genetics, 196:853-865



QTL u drozdzy
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Genome position

ISA
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Phenotype

QTL u drozdzy - metoda ISA
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QTL u drozdzy

- Metoda ISA pozwala na mapowanie cech, ktorych nie mozna selekcjonowac
(Np. ksztatt kolonii)

+ Skutecznosc¢ zalezy od liczby pojedynczych segregantow, ktore mozna
przeanalizowac

- Obecnie do ~1000



