Podstawy genetyki ||

Metody badawcze i strategie genetyki | genomiki.



Klasyczne metody genetyki



Geny | chromosomy

Dwa allele genu — dwa chromosomy homologiczne u organizmow diploidalnych
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(a) Unit factors in pairs (first meiotic propﬁase) N e R O D

Homologous chromosomes in pairs

Genes are part of chromosomes

W. S Klug, M.R Cummings “Concepts of Genetics” 8th edition, Prentice Hall, 2005



Geny | chromosomy

Segregacja alleli do gamet (I prawo Mendla) koreluje z zachowaniem chromosomow
podczas meJozy

Each pair separates Each pair separates

W. S Klug, M.R Cummings “Concepts of Genetics” 8th edition, Prentice Hall, 2005



Geny | chromosomy

Niezalezne dziedziczenie alleli roznych gendw — niezalezna segregacja roznych
chromosomow
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Nonhomologous chromosomes assort independently
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All possible gametic combinations are formed with equal probablility

W. S Klug, M.R Cummings “Concepts of Genetics” 8th edition, Prentice Hall, 2005



Chromosomy ptcl

- U wielu (ale nie wszystkich) organizmow ptec jest determinowana przez specjalng pare chromosomow
-+ Ssaki tozyskowe

+ XX #; XY 3§

* Y niezbedny do rozwoju fenotypu meskiego, X0 (zespodt Turnera) fenotypowo kobiecy

- Drosophila

+ XX #; XY 4

+ Fenotyp determinowany przez stosunek X do autosomow, X0 fenotypowo samiec (nieptodny u D. melanogaster)
- Ptaki, owady, niektore jaszczurki

- /W £:727 3



Sprzezenie z picig

Cross A Cross B
. red ? x white 6\ white? x red d‘
3
F
1/2red F 1/4 red
(2459) (129)
- . Thomas H. Morgan - 1910
= 1/4 red 3 1/4 white ?
s (1011) (88)
1/4 white 1/4 red 6‘
(782) (132)
1/4 white 3

W. S Klug, M.R Cummings “Concepts of Genetics” 8th edition, Prentice Hall, 2005

(86)



Sprzezenie

Geny lezace na roznych chromosomach spetniajg |l prawo Mendla

Dla 2 gendow:
Gametes 4 rownoliczne klasy gamet

W. S Klug, M.R Cummings “Concepts of Genetics” 8th edition, Prentice Hall, 2005



Sprzezenie

Allele gendw lezacych na tym samym chromosomie dziedziczg sie razem — sprzezenie

Gametes Dla 2 genéW:
2 rownoliczne klasy
gamet rodzicielskich

W. S Klug, M.R Cummings “Concepts of Genetics” 8th edition, Prentice Hall, 2005



Sprzezenie

Crossing-over (rekombinacja chromatyd niesiostrzanych)
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{ ; Dla 2 gendw:

2 rownoliczne klasy gamet rodzicielskich
2 rownoliczne klasy gamet zrekombinowanych

Wi B lbosimdull Klasy zrekombinowane mniegj liczne od rodzicielskich
Noncrossover Crossover

gamete gamete

GCametes

a b
il il
Noncrossover

gamete

Crossover
gamete

W. S Klug, M.R Cummings “Concepts of Genetics” 8th edition, Prentice Hall, 2005



Mapowanie genow

Aby powstaty gamety zrekombinowane, crossing-over musi zajs¢ pomiedzy genami (loci)
(a)

Exchange Gametes

powstajg gamety zrekombinowane

W. S Klug, M.R Cummings “Concepts of Genetics” 8th edition, Prentice Hall, 2005



Mapowanie genow

- Prawdopodobienstwo crossing-over pomiedzy genami jest proporcjonalne do
odlegtosci miedzy nimi na chromosomie

- Liczebnosc klas rodzicielskich w potomstwie jest miarg odlegtosci genetyczne

+ U Drosophila najlepiej mapowac za pomoca heterozygotycznej samicy | samca
recesywnego



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 od
czestosci rekombinacji ln(l —_— 29)

- Funkcja mapowa Haldane’a d

+ wielokrotne c-0, bez interferenciji 2

+ Funkcja Kosambi’ego 1 —|— 29
- uwzglednia tez interferencje, szeroko ln( 1 2 9 )

stosowana d -

-+ Dla matych 6: d=6 4




Funkcja mapowa

- Wraz ze wzrostem odlegtosci czestosc
obserwowanych c-o dgzy do 0,5

- Dla gendw niesprzezonych
“rekombinantow” jest 50%, podobnie jak
dla gendw lezacych w dostatecznie duzej

odlegtosci
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Mapy genetyczne cztowieka |
iInNnych organizmow

Catkowita mapa mezczyzny = 2851cM

Catkowita mapa kobiety = 4296¢cM
(wytaczajac X)

Dla 3000Mb genomu autosomalnego
1 cM u mezczyzny = 1,05 Mb
1 cM u kobiety = 0,88Mb

1 cM u Drosophila = 0,5 Mb

1cM u drozdzy = 3 kb

Band cMMb
Female Male

p13.3 3.1 49
p13.2 2.8 1.9
p13.1 5.3 0.5
p12

cen

qi2 3.0 0.4
qi13.1 1.8 0.5
q13.2 2.0 1.5
q13.3 2.5 1.7
q13.4 2.8 6.5
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Jak mapowac geny cztowieka

Bezposrednie zliczanie klas potomstwa - niepraktyczne



Wiarygodnosc (likelihooqd)

+ Wiarygodnosc: prawdopodobienstwo uzyskania zaoclbserwowanych danych
przy zatozeniach modelu | jego okreslonych parametrach



Wiarygodnosc (likelihooqd)

- W rodowodzie w petni informatywnym
+dane: R=liczba rekombinantow; NR=liczlba genotypdow rodzicielskich
+ parametr: czestosc (prawdopodobienstwo) rekombinacj 6

+ Hipoteza zerowa — brak sprzezenia (6=0,5)

+ Stosunek wiarygodnosci dla danej wartosci 6: L(8)/L(6=0,5)

- lod score (£) = logarithm of odds — logarytm dziesietny stosunku
wiarygodnosc



Proste przyktady obliczen lod

Dla danego rodowodu (i), lod dla danego 8 wynosi:

L(rodowod | 0)
L(rodowod /60 =0,5)

Z.(0)=1log,,

Dla danej wartosci 6, sumuje sie lod-score z roznych
rodowodow (F):

Z(H):ZZi(H)



Analiza dwupunktowa

|
0

loc

O = 0.01,
lod= -5.0,

0.10,
-2.0,

0

1.

Tabela
.20,

0,

0.30,
3.3,

znaczgce
(Z>3,
Z>2 dla sprzezonych z ptcig)

wykluczone

0.35, 0.40, 0.45, 0.50
4.0, 3.0, 1.0, 0.0



Markery w analizie sprzezen u cztowieka

+ Sprzezenie dwoch gendw o obserwowalnym fenotypie — praktycznie

niespotykane

+ wyjatek — zespodt paznokciowo-rzepkowy (NPS — Nail |
grupy krwi AB0O

+ Loci w obrebie kompleksow MHC
+ Markery molekularne

- PCR, RFLP

Patella Syndrome) |



Czy genetyka klasyczna ma dzis znaczenie?

+ Wocligz aktualne metody:
- |zolacja | charakterystyka mutantow
+Jest komplementaci
- Interakcje genetyczne! — jedna z podstaw biologii systemow

- Konstrukcje organizmow (gtownie mikroorganizmy) przez odpowiednio dobrane
KrzyzOwKiI

- Dziedziczenie mendlowskie w medycynie — poradnictwo genetyczne. Metody
orobabilistyczne



Metody | strategie genetyki I genomiki

Inzynieria genetyczna, sekwencjonowanie, redagowanie genomow, biologia syntetyczna



Czym jest inzynieria genetyczna?

+ Ang. recombinant DNA — manipulacje DNA in vitro
+ 1zolacja | amplifikacja DNA | cDNA

+ mapowanie | sekwencjonowanie DNA

- tworzenie nowych czgsteczek DNA
+ przez rekombinacje czasteczek naturalnych
* przez synteze de novo

- redagowanie genomow

+ wprowadzanie konstruktow DNA do komorek | organizmow
+  modyfikacje syntezy biatek
+ekspresja heterologiczna

+ bloinformatyka



A CO nie jest Inzynierig
genetyczng”

Inzynieria embrionalna (np. klonowanie)

Tworzenie nowych form organizmow przez
selekcje

nie jest prawnie uznawane za inzynierie
genetyczng (GMO), nawet przy uzyciu
mutagenezy losowej (radiacyjnej)




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



Narzedzia genetyk

Narzedzia inzynierii genetycznej to nie sg

maszyny
Wykorzystujemy narzedzia wytworzone Un boyfd'ADN retiré par une pifgg =
przez ewolucje: enzymy i kKomorki (vighh d'artiste).  wikipedia.f

Potrafimy modyfikowac systemy
biologiczne

Ale nie potrafimy stworzy¢ maszyn
dorownujacych czasteczkom powstatym w
wyniku ewoluciji

Base editing offers greater control than the conventional CRISPR-Cas9 system (pictured). Credit:

Carlos Clarivan/Science Photo Library


http://wikipedia.fr

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
’ . bacteri Itipl
komorek (tego samego lub innego producing il:lslﬁliyn.
organizmu)
5. Insulinis Human
separated insulin

and purified to
produce human
insulin.

Insulin injected into
patient

/ © ck12.org



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



L ektura

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



Sekwencjonowanie tradycyjne
(Sangera) - pierwszej generaci

-+ Sanger, 1977 (konkurencyjna metoda
Maxama i Gilberta sie nie przyjetfa)

-+ Plerwsze automatyczne sekwenatory
kapilarne (ABI Prism) w 1986

- Sekwencjonowanie przez synteze
-+ Odczyty do 800 zasad, typowo ~600

- Niska przepustowosc¢ (96 odczytow/
urzgdzenie/przebieg)

- Wecigz standard dla krotkich sekwenciji i
matych zadan
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Genomika

- Plerwsze genomy prokariotyczne - 1994
+ Genom drozdzy - 1996

+ Drosophila - 1999

- Cztowiek



Genom cztowieka (2001

15 February 2001

a4

Vol. 291 No. 5507
Pages 1145-1434 59

www.nature.com

- Nuclear fission
Five-dimensional
energy. Lmd\u; ¢S

Seafloor spreadmg
Theview from.ander
the Arctic ice

Career pmspccts
SCquC]](L‘ creates ety
opportunities




A) Core aa. 70 and aa. 91

Sekwencjonowanie nowe
(drugiej) generaciji - NGS

55 89 40 bp 570 bp 40 to ) bp
I | I I I I 1 I I 1

-’
g
H
¥

P

Od 2005 (454)

Core aa. 70 Core aa. 91 "FEEEEE e — -
R M

Tzw. gtebokie sekwencjonowanie (deep
sequencing) albo sekwencjonowanie ————— (WO RoraR i
masywnie rownolegte i s v e 5

R LT

B) NS5A-ISDR

§960 bp 6,930 bp 7.000 bp 7.020 bp T.040 bp 1060 b

Sekwencjonowanie przez synteze S e e e eSS e

Miliony odczytow w jednym przebiegu do
1012 zasad

Odczyty krotkie: 50-400 zasad

SCEeYOCCOCY : < »
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Sanger sequencing Wild type
Deep sequencing  aa. 2220: D (84 %)/L (16 %)




NGS drugie] generaci

Obecnie dwie gtowne platformy

lllumina
Amplifikacja "mostkowa" na podtozu statym
Sekwencjonowanie przez synteze -
odwracalne terminatory i detekcja
fluorescencyjna

lon Torrent (Life Technologies)
Biblioteki namnazane przez PCR w emulsji
Sekwencjonowanie przez synteze, detekcja

zmian pH po uwalnianiu protonow przy
dodaniu nukleotydu

Attached

DNA i

Microbead

Bridge amplification Flowcell-bound cluster

i
ﬂfl/lm‘llll IIII@IIHIIIII

The sequence of sequencers: The history of sequencing DNA

James M. Heather *, Benjamin Chain

Genomics 107 (2016) 1-8



Sekwencjonowanie

Gtownym wyzwaniem w sekwencjonowaniu
nie jest sam odczyt sekwencjl

- Odczytywane fragmenty sa krotkie

- do ~700-800 nt (sekw. tradycyjne
Sangera)

50-400 nt (NGS)

Wyzwaniem jest ztozenie dtugiej sekwencii
z tych krotkich fragmentow

- rdzne technologie sekwencjonowania
wymagajg réznych metod obrobki
bioinformatycznej



Wyzwania NGS

Narzedzia bioinformatyczne ciggle
rozwijane

- Mapowanie odczytdow do znanej sekwenc;ji
referencyjnej utatwia zadanie, ale nadal sg
problemy

sekwencje repetytywne

zmiennosc strukturalna

faza haplotypu

- NGS to nie jest "czarna skrzynka"



Sparowane odczyty (paired
ends)

- Sekwencje z obu koncow dtuzszego (kilka
kb) fragmentu

- Utatwia zmapowanie

Paired-End Reads Alignment to the Reference Sequence

nead |

T —
—Lf——
o —
L ——

A

_——————————1 Referance e —— - —
v
Read 2

Paired-end sequencing enables both ends of the DNA fragment to be sequenced. Because the distance
between each paired read is known, alignment algorithms can use this information to map the reads over
repetitive regions more precisely. This results in much better alignment of the reads, especially across
difficult-to-sequence, repetitive regions of the genome.

© illumina.com



http://illumina.com

NGS ukierunkowane
(targeted)

- Wzbogacenie o wybrane obszary
genomu

ol b
v

- amplifikacja (PCR

+ wychwytywanie przez
hybrydyzacije

- WES - Whole Exome Sequencing -
tylko obszary kodujace

- panele wybranych genow

ABC
S0 S
Enzymes

PHASE! " DRUG
100 i

GENES

Genomic DNA library Alignment to the

preparation
246 246 246 245t
Subjects Subjects Subjects Subjects

Referenc

e CAG AGA TAC TT GAC CTT CTC
CAG TCTC

CYP2C9

TAC CTT GAC CT

TAC CTT GA

AC CTT GAC CTT CTC
CAG AGA TAC CTT GAC

CTT GAC CTT CTC

TAC CTT GAC

AC CTT GAC CTT CTC

TAC CTT GA

AC CTT GAC CTT CTC
CAG AGA TAC CTT GAC CTT CTC

. ’ 2 Variant detection
VEHE e IDIRE G Paired-end sequencing Human Reference Genome 45\ \A0e VAR T C )] (

235%

Subjects

Stage 1: Stage 2:
Raw sequencing data Read depth statistics

Stage 3:
Variant calling

Quality Control

L&

Annotation

dbSNP, EXAC, CADD)

235

Subjects

Fig. 1 PGxSeq sample and data processing workflow (n = 246). Eleven subjects were excluded from variant analysis due to low read count (t; n

1) and high GC content (+; n=10). All clip art depicted in this Figure has been created by the authors

Gulilat et al. BMC Medical Genomics (2019) 12:81
https://doi.org/10.1186/512920-019-0527-2



NGS trzeciej generaci <100nm B

y

_ _ o _ L Direction of
Sekwencjonowanie z dtugimi odczytami = - current/
g Q translocation
)
Obecnie dwie gtdwne platformy 2 t
- 3
single-molecule real time sequencing .
(SMRT) - Pacific Biosystems . o
n + J \
| | Excitation‘ = Fluorescence d
nanopore sequencing (MinlON) - Oxford (~600nm) | ¥ b
Nanopore

Odczyty 20-30 kb

The sequence of sequencers: The history of sequencing DNA

James M. Heather *, Benjamin Chain

Genomics 107 (2016) 1-8



Sekwencjonowanie |l
generac

- Metody (PacBio, Nanopore) dajace dtugie
odczyty (>10 000 nt)

l} Powerful

Get up to 50 Gb data from a single flow cell*.

* Theoretical max output when system is run for 72
hours at 420 bases / second. Outputs may vary
according to library type, run conditions, etc.

—1  Portable

Sequence anywhere, including at sample
source.

@ Real time

Immediate data streaming for rapid, actionable
results.

« Unrestricted read length

Generate short to ultra-long (>4 Mb) reads for
ultimate experimental flexibility.

© Oxford Nanopore



STATISTICS GRCH38 T2T-CHM13 DIFFERENCE (+%)

Summary
Assembled bases (Gbp) 2.92 3.05 +4.5
Unplaced bases (Mbp) 11.42 0 -100.0
: 4 Gap bases (Mbp) 120.31 0 ~100.0
Za‘ ety d+u g I C h O d Czyt OW Number of contigs 949 24 -97.5
Contig NG50 (Mbp) 56.41 154.26 +173.5
Number of issues 230 46 -80.0
Issues (Mbp) 230.43 8.18 -96.5
Umozliwia sekwencjonowanie obszarow Gene annotation
Number of genes 60,090 63,494 +5.7
re p etytyW n yC h Protein ciding 19,890 19,969 +0.4
Number of exclusive genes 263 3,604
. Protein coding 63 140
W 2022 plerwszy kom o letn Yy genom Number of transcripts 208507 233615 +2.2
. . - Protein codin 84,277 86,245 +2.3
CZ*OW | e ka 3 +aCZ n | e Z Ce ﬂt rO m e ra m | | Number of exclugsive transcripts 1,708 6,693
telomerami (T2T - telomere to telomere) o eode e
Percentage of segmental duplications (%) 5.00 6.61
Wy kryW an | e zZm | an S-t ru k-t ur al N y C h (d U Ze Segmental duplication bases (Mbp) 151.71 201.93 +33.1
. . . . Number of segmental duplications 24097 41528 +/2.3
delecje, zmienna liczba kopili, RepeatMasker
re a r a n Z aCJ e) Percentage of repeats (%) 51.89 53.94
Repeat bases (Mbp) 1,516.37 1,647.81 +8.7
Long interspersed nuclear elements 626.33 631.64 +0.8
Bezposrednie wykrywanie modyfikacj e e
epigenetycznych (metylacja DNA) - Satelite 7651 15042 1966

nanopore

HUMAN GENOMICS

The complete sequence of a human genome

Nurk et al., Science 376, 44-53 (2022) 1 April 2022



NGS trzecie] generaci -
wyzwania

1
Mnlejsza przeDUStOWOéé Short reads: ~150 Lonlg re.ads:|1005-f10005
ekl e
Nizsza doktadnosc ’)
B T —
? assembly
szybkie postepy ostatnio
, ) 4 assembiv halo - ]
sekwencjonowanie hybrydowe - 3 csole smbigte i FE—
. , , . igher coverage an
sktadanie odczytow krotkich na matrycy dffering read engihs

diugich

Narzedzia bioinformatyczne mniegj
rozwiniete

© Nirvetta Thratra, wikimedia



Ukierunkowane
sekwencjonowanie nanopore

- Sekwencja odczytywana w czasie
rzeczywistym

- Mozna usunac lub zaakceptowac na
podstawie poczatkowe| sekwencii

- Bez amplifikacii

-+ zachowany stan metylacii

© nanoporetech.com

Targeted long-read sequencing identifies
missing disease-causing variation

Danny E. Miller,.2* Arvis Sulovari,!-2! Tianyun Wang,!2! Hailey Loucks,? Kendra Hoekzema,!
Katherine M. Munson,! Alexandra P. Lewis,! Edith P. Almanza Fuerte,222 Catherine R. Paschal,34
Tom Walsh,> Jenny Thies,? James T. Bennett,23.6.7 Ian Glass,? Katrina M. Dipple,27.8

Karynne Patterson,! Emily S. Bonkowski,? Zoe Nelson,? Audrey Squire,2 Megan Sikes,? Erika Beckman,?
Robin L. Bennett,5 Dawn Earl,2 Winston Lee,® 19 Rando Allikmets,10.11 Seth ]J. Perlman,2

Penny Chow,'3 Anne V. Hing,'3 Tara L. Wenger,? Margaret P. Adam,? Angela Sun,?8 Christina Lam,2714
Irene Chang,? Xue Zou,!> Stephanie L. Austin,'® Erin Huggins,'¢ Alexias Safi,'¢ Apoorva K. Iyengar,!7.18
Timothy E. Reddy,!” William H. Majoros,'” Andrew S. Allen,'” Gregory E. Crawford,!¢

Priya S. Kishnani,!¢ University of Washington Center for Mendelian Genomics, Mary-Claire King,!>
Tim Cherry,® Jessica X. Chong,%7 Michael J. Bamshad,'27 Deborah A. Nickerson,!.”

Heather C. Mefford,%7.22 Dan Doherty,%7.1° and Evan E. Eichler!.7,20.*

The American Journal of Human Genetics 7108, 1436-1449, August 5, 2021
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Sekwencjonowanie - postep SBEED READING

teC h ﬂ |CZﬂy Genomes can now be sequenced around 50,000 times faster than in 2000.
100,000,000 --r=rrmsrereeses: AN SRl 8. S Bl oo oo o g ot .
- Koszt sekwencjonowania 2
miedzy 1999 a 2009 obnizyt sie .
14 000 razy =
- Predkos¢ odczytu sekwencj §

miedzy 2000 a 2010 r. wzrosta
50 000 razy 2000 | 2005 2010

- Cel: sekwencja genomu jednej
osoby za 1000% osiggniety

- Im wiece] znamy sekwencji, tym
fatwie] poznajemy kolejne




Genomika

+ Genomika jest dziedzing zajmujaca sie badaniem catych genomow (kompletu
iInformacji genetycznej) roznych organizmow

- Sekwencjonowanie | charakteryzowanie genomow - genomika strukturalna

- Badanie funkcji zawartych w nich genow - genomika funkcjonalna



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

3’5
o8, MO 10 B0 LMK M0 AEDCC L eI $5)
Y - " ~
COmP MpOOENC BN D) | HCCOD B 55 Lot L ‘,_‘_‘ relve —— rANA operon, (<) strand
0 EMOBCKIED0 IS0 KICSEN00 W (G -« — LT Re
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5
£ CEMOEdOKIND SCRINED DHHIGCOMAC MY
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-+ Symbioza (gospodarz - Haptophyta, s A

*,
N
A Y
%

N

’ ',
A% BLASTX hits versus
‘ Cyanothece sp.
AICC 51142
2

ribosomal protein

Primnesiophyta - jednokomorkowe glony)

UCYN-A chromosome

GC content 1,443,823 bp,
] 1,214 predicted proteins,
GC skew 31% average GC content,
3

165.5 bp median

Coding regions, __/-v’; intergenic gap size
-

- Jeden z gtdwnych czynnikow asymilacii (rana

azotu w srodowisku morskim T \

L]
</« rRNA cperon,
) (+) strand

% ¥ Two large subunits
B 2ol (7.2 kb total) of
§ ~——— DNA-directed RNA

AT T T B
o1 g - polymerase

Figure 1| Circular map of UCYN-A chromosome compared with

Candlda tUS A te/OcyanOba Cterlum tha/a Ssa Cyanothecesp.ATCCSﬂd»Z_. Theoutertwo;ipgsshowthetwostrand;ofthe



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

+ Obecnie dziesigtki tysiecy genomow roznych populaci

+ 2021 - projekt 1000 polskich genomow
- Metagenomika mikrobiomu przewodu pokarmowego cztowieka
- Archeogenomika

- 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



Genomika funkcjonalna

Wysokoprzepustowe analizy:

_J

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

proteomu

interakcji genetycznych i fizycznych

fenotypow




Odwrotna genetyka — od genu do funkgij

Genetyka tradycyjna Genetyka ,odwrotna’
Funkcja (mutacja, fenotyp) Gen (z sekwencji catego genomu)
1 l
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



/Zastosowania siRNA

Badanie funkgcji gendw (“odwrotna genetyka”) - szczegolnie skuteczne u nicienia Caenorhabditis, ale
dziata tez w komorkach owadow, ssakow | roslin

Hamowanie wybranych genow jako metoda leczenia (np. zwalczania wirusow czy Nowotworow) —
orzyktad: obnizenie poziomu receptora LDL (,zty cholesterol”) u myszy




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
’ . bacteri Itipl
komorek (tego samego lub innego producing il:lslﬁliyn.
organizmu)
5. Insulinis Human
separated insulin

and purified to
produce human
insulin.

Insulin injected into
patient

/ © ck12.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



Zasady | narzedzia

W redagowaniu genomu, podobnie jak w
klasycznej inzynierii genetycznej
wykorzystuje sie zmodyfikowane systemy |
procesy naturalne

Dwa gtowne etapy

przeciecie lub naciecie DNA w
okreslonym miejscu w genomie

naprawa powstatego uszkodzenia przez
komorkowe systemy naprawcze

ZFN

Zinc fingers

TALEN

Nuclease

CRISPR/Cas9 SgRNA

Cas9
nuclease

20bp target N
sequence oK

Signal Transduction and Targeted Therapy (2020)5:1

Double strand break

Double strand repair

NHEJ

AATTTrirrireTr “TITIITTI I
AALLLRRRRLRRRRY . JLLLLLLLLLLLLLL,

EARARERRRERNR RN

Deletion
SENENERENINRNENENEEEEE

OR

AATTIIT AT T I rrrrIrrrIr
AR MLl

Insertion

HDR

Donor DNA temple

BN RN R AR RRRIRRRRE
SIS NN NN

Precise modification



CRISPR

DNA bakteriofaga ciety przez enzymy Casf
| Cas? jest wstawiany do genomu w obszar
powtdrzen CRISP

Transkrypcja i obrobka tego obszaru
powoduje powstanie crRNA, ktory
nakierowuje efektorowe nukleazy (np. Cas9)
na ciecie DNA fagowego

Adaptation i ' . \

Cas1-Cas2 Integration of
protospacer

L >-+ m

cas operon CRISPR array

crRNA Maturation

% 9_9_

pre-crRNA

Processing of  Cas protein
pre-crRNA or cellular
ribonuclease
Mature crRNA =
S i 5' e

Interference

Invading |
DNA |

111l Target cleavage _J1I111g

AKADEMIEN

THE ROYAL SWEDISH ACADEMY OF SCIENCES




Redagowanie genomu -
system CRISPR/Cas9

PAM Guide RNA

sequence

- System obronny bakterii przed fagami, i L E Cas9

zaadaptowany do edycji dowolnej f = )

sekwencji w genomie. Ve i

Bakteryjna nukleaza (Cas9 i podobne) =

naprowadzana przez RNA (guide RNA) .
Mg LT o

: : £ Donor DNA
Po przecieciu DNA systemy naprawcze Repair Jol

komorki powoduja powstanie deleciji lub
zmiany sekwenciji (zaleznej od DNA
donorowego) Human cells [_//

Targeted genome editing

U i Bacterial cells
Zebrafish / s, \

Dziata takze u organizmow, dla ktorych nie
Istniejg stabilne wektory.

Nature 495, 50-51 (07 March 2013) doi:10.1038/495050a



Nobel 2020

Kontrowersje

Virginijus SikSnys - publikacje wystat
wczesniej, ale poczatkowo byta
odrzucona, ostatecznie ukazata sie
poOZniej

Wczesniejsze badania nad CRISPR u
bakterii: Francisco Mojica, Yoshizumi

Ishino

. , ©O Nobel Media. lll. Niklas © Nobel Media. lll. Niklas
Feng Zhang - zastosowanie u ssakow, Elmehed. ” Ehrehecj.f .
patent Emmanuelle Jennifer A. Doudna

Charpentier



SgRNA

W natywnym bakteryjnym systemie crRNA
(rozpoznajacy cel) i tracrBRNA (aktywujacy
kompleks) to osobne czgsteczki

W zastosowaniach sg potaczone w jedna
czgsteczke sgRNA (Doudna & Charpentier)

CRISP-Cas9 AND GENOME EDITING

CRISP target sequence PAM

crRNA (with target sequence)

|

crRNA crRNA crRNA tracrRNA

multiple crRNA's can be incorporated into a crRNA array
and joined with tracrRNA to form sgRNA

sgRNA Cas9

—
N \ / /
sgRNA and Cas9 can be combined in a plasmid to be used for transfecting cells

N %



Co to oznacza dla nauki |
biotechnologil

- Mozna zmieni¢ dowolny gen u roslin |
zwierzat

- Mozna tatwo adaptowac do kolejnych
gatunkow (w odroznieniu od tradycyjne;
inzynierii genetycznej)

- Modyfikacja nie pozostawia zadnego sladu,
nie zostaje wigczony obcy DNA

- Wgq. prawa UE to nadal jest GMO

Common buckeye wings: normal (left) and with optix deleted (right) (Robert Reed)



A dla cztowieka

Mozliwa jest zmiana sekwencji dowolnego
genu w komorkach zarodkowych

- Skutecznosc: okoto 50-80%

W potaczeniu z zaptodnieniem
pozaustrojowym mozliwosc¢ uzyskania
zmodyfikowanego cztowieka

Pierwsze badania - na komorkach, z
ktorych nie mogty rozwina¢ sie zarodki
(2015)

Anna Tamhuvud

Fredrik Lanner, who will conduct gene-editing in human embryos at the Karolinska Institute in Sweden.

- Obecnie badania na komorkach
zarodkowych cztowieka



Dzieci na zamowienie”
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19.11.2018

He Jiankui ogtasza narodziny dzieci (dwoch
dziewczynek), ktorych genomy poddano
edycii

Cel: inaktywacja genu CCR5 majaca
chronic przed infekcjg HIV

ojciec dziewczynek jest nosicielem

He Jiankaui is reflected in a glass panel as he works at a computer at a laboratory in
Shenzhen in southern China's Guangdong province. Mark Schiefelbein/AP Photo

Ogtoszenie poprzez wywiad prasowy i film
na Youtube (!)

Pozniej prezentacja na konferenciji
Brak recenzowanej publikacji - trudno

oceni¢ merytoryczng i techniczng jakosc¢
eksperymentu



Fdited Blastocysls

WT Blaslocysls

Aspekt merytoryczny rrh

t1bp/-4bp

U jednej z dziewczynek (Nana) inaktywowane obie | embryo2

(Nana)

kopie genu, u drugiej (Lulu) tylko jedna (to nie daje | -1seerwr

11188 A

pozadanego efektu)

- U obu dziewczynek nie wszystkie komorki sa
zmodyfikowane (mozaikowosc)

CCRS editing confirmed by deep sequencing after birth

Editing Patterns Consistent between PGD, cfDNA

£ I

U obu dziewczynek inaktywacja nie jest kompletna

WS rends Miseg Allele
Reference grnome TCTCATTTTCCATACA OTCASTATCAATTCIOE  mumber ol freguendy  Genolype
MDD alter btk

Nonirviesevo Sarmgples Only

Nana: jedna kopia A15, druga nienaruszona B e

@ Umbcal Cord Tissun

Lulu: obie kopie A4/+1

Macema

Sanger Sequencing

1 ather TCVCATTITCCATALA GIOAGTATCAATIC M . . wiwi
Mother TCICATTITCCATALA GTCAMTATCAATICY . . wiwi
TCTCATTTTCCATACA GTCAGTATCAATTICNGS 7
PGD " . IAGTATCAAIICHG 4711 W
TCTCATENTCCATALA GIOAGTATCAATIC M 50
Cordblood i TCAGTATCAAT 1€ 106 ' wew WiRe
Lubu TCTCATTITCOATALA GIOAGTATCAATIC i AT O8N
Vinbilical cord | . TCAGIATCAATIC 10 = s2mn WiiRe
TCICATETICCATACA GICAGTATCAATIC 16 45 1w
Placesta 0 AN ? sazm  WiiRe
TOICATENICCATA. . .. CAGTATCAANIE Mk "M
PaD TCTCATETICCATAL AsGTCAGTATCAAT1C 100 > : e
TCTCATTITCCATA . . CAGTATCAATICTEG EV R
X Cord blood TCVWATTITCCATAL AMGTCAGTAYCAATIC S g 47 20% ‘e
Nose HWAHAIIHIEAA CAGIANEAAL I A 519%
Umbilical cord TERCAT TN IO ATAL At AT AT AAL L M = 48 (s BerRe
ICICATETICCATA, , ., CAGTATCAAT IC MG 51 0o
PIoccsle AT A ALIAT AN N N K Mo et




Aspekt merytoryczny

Nie wiadomo, czy cho¢ jedna z blizniaczek
rzeczywiscie nabyta opornos¢ na HIV

He twierdzi, ze sprawdzit czy nie ma niepozadanych # ’ L JOSE L pasooyts Prognency
. HIV Carrier HIV Negativé Injection
mutacji ubocznych (off-target), ale danych brak C | |
P "5 “oNa.
. . . . | & Per;'ggeral / .5 Cells Biops .
badania nad tym, jak czesto takie mutacje L B e e

Weeks Weeks  Weeks

wystepuja i jak im zapobiegac trwaja

—_——

Sanger Sequencing Sanger Sequencing MiSeq Targeted Sequencing

55 8§ 609 Cancer Genes
X
{ 30X WGS 30X WGS Ultra Deep Sequencing (40,000X)

A slide presentation of genomic data from He’s presentation in Hong Kong.

MiSeq Targeted Sequencing

Nana

Lulu

| Cord
v Blood

9 Umbilical Cord
Tissue

Placenta

Sanger Sequencing I

100X WGS

—



Czy eksperyment sie udat”

Fdited Blastocysls WT Blaslocysls

Na podstawie dostepnych danych trudno
stwierdzic, ale raczej nie

Obie dziewczynki majg zmodyfikowane
komorki, ale nie wszystkie (mozaikowosc)

Modyfikacja nie jest doktadnie delecjg A32,
tylko krotsza

Lulu ma modyfikacje tylko jednej z dwoch
Kopii genu - raczej nie bedzie oporna na
HIV

Nana - zmodyfikowane obie kopie ale nie
A32 tylko A4/+1 - nie wiadomo, czy
zadziata

paE ARl 1
Embryo 1
(Lulu) ’\
t1bp/-4bp e 4 s '
Embryo 2
ana) | VAL gt Mtminhnat ki
-15bp /WI - : ' ' ‘
On-Targe!l Editing of CCR5 Consistent Across Samples
Lulu Nana
Dp |
CORs
rand an
) - =S
Lord '
Uiood

Umbihical
Cord

Maconia

‘ LiAk .8 IM * '.II nl | MW'!\' \ I.MO.QM‘(A’J*I.R‘A A n\"‘ '}t"l

.8

i y ' : v '| A . 1, | | 1)
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Redagowanie genomu w
komorkach somatycznych

Zasada ex Vivo:

izolacja komorek chorego

modyfikacja genu

hodowla komorek/tkanek in vitro

przeszczep zmodyfikowanych komorek
Obiecujace dla tych chordb, ktore dotykaja
tkanek, w ktorych komorki sie caty czas
dzielg (np. szpik i krew), albo daja dobrze

hodowac (skora)

np. szpik i mutacja CCR5A32

Published in final edited form as:
N Engl J Med. 2014 March 6; 370(10): 901-910. doi:10.1056/NEJMoal300662.

Gene Editing of CCR5 in Autologous CD4 T Cells of Persons
Infected with HIV

Pablo Tebas, M.D., David Stein, M.D., Winson W. Tang, M.D., lan Frank, M.D., Shelley Q.
Wang, M.D., Gary Lee, Ph.D., S. Kaye Spratt, Ph.D., Richard T. Surosky, Ph.D., Martin A.
Giedlin, Ph.D., Geoff Nichol, M.D., Michael C. Holmes, Ph.D., Philip D. Gregory, Ph.D., Dale
G. Ando, M.D., Michael Kalos, Ph.D., Ronald G. Collman, M.D., Gwendolyn Binder-Scholl,
Ph.D., Gabriela Plesa, M.D., Ph.D., Wei-Ting Hwang, Ph.D., Bruce L. Levine, Ph.D., and Carl

106- ~106°
Treatment interruption Cohort 1
A 1S
105- -10° '3
= L a
E 3
v o =
S 104 —104 ?g =
S )
- R
S ¢ = e
3 103_ -103 > §'
— ©
© 9
= o
102 —102 “2’
—1oDp T
101+ I T T 10

| |
0 28 56 84 112 140 168 196 224 252
Days




Regeneration of the entire human
Naprawiona skora epidermis using transgenic stem cells

Tobias Hirsch'*, Tobias Rothoeft?*, Norbert Teig?*, Johann W. Bauer>*, Graziella Pellegrini*°*, Laura De Rosa>*,

Davide Scaglione®, Julia Reichelt?, Alfred Klausegger?, Daniela Kneisz?, Oriana Romano’, Alessia Secone Seconetti®,
Pech ddziel : : kSTk Roberta Contin®, Elena Enzo®, Irena Jurman®, Sonia Carulli’, Frank Jacobsen!, Thomas Luecke!?, Marcus Lehnhardt!,
ecnerzowe oddzielanie Sie NaSKorka Meike Fischer?, Maximilian Kueckelhaus', Daniela Quaglino’, Michele Morgante®, Silvio Bicciato’, Sergio Bondanza’ &

. . : 5
(e,oldermo/ySlS bU//OS&) Hicisise Suca 16 NOVEMBER 2017 | VOL 551 | NATURE | 327

Choroba genetyczna zwigzana z mutacjami
pojedynczych genow

Wiele form smiertelnych
Pacjent (7 lat)

utrata >60% naskorka (>80% w momencie
pierwszego zabiegu)

mutacja genu LAMBS3 (laminina)

Do komorek pobranych od pacjenta
wprowadzono prawidtowy gen (metoda inna, niz
CRISPR) i wyhodowano skore, ktorg
przeszczepiono

Figure 1 | Regeneration of the transgenic epidermis. a, Clinical picture



Producing PERV-inactivated pig:

Embryonic fibroblast

undergoes CRISPR-Cas
editing to inactivate
pol in PERV.

®

U zwierzat P

\ Cellular DNA
Integrated
Proby wykorzystania narzaddw $wini do T
przeszczepow u ludzi napotykajg na | crisr-cas

przeszkody: N——
inactivated Cell nucleus
pol sequence /

obecnosc w DNA swini nieaktywnych
wirusow (PERV), ktore moga aktywowac
sie u ludzi

Somatic cell
nuclear transfer
s performed whereby

immunogennOéé the fibroblast nucleus

v
that contains the .
inactivated pol gene E‘:;gg;:;gﬁﬁg /
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Inactivation of porcine endogenous actated
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e used for
transplant.

retrovirus in pigs using CRISPR-Cas9
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Badanie | inzynieria biatek



Ekspresja heterologiczna
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Oczyszczanie biatka



Fuzje blatkowe

- Do sekwencji kodujgcej biatko dotgcza sie Inng domene, np. utatwiajaca
wykrycie I/lulb oczyszczanie

+Znaczniki epitopowe

- GFP (zielone biatko fluorescencyjne)



(Green Fluorescent Protein-

Aequorea victoria



GFP







Ekspresja heterologiczna w biotechnologi

Campbell, Biochemistry, 3/e
Text Figure 10.14

Insert into separate Transform E. coli with Add inducer to Purify and mix
plasmid expression vectors and clone initiate protein A and B chains

vectlors separately synthesis

Synthetic
DNA

encoding
A chain

Harcourt Brace & Company

Ludzka insulina wytwarzana w bakteriach



INzynieria przeciwciat

Approved therapeutic
antibodies

HUMAN
Humira

Vectibix
HUMANIZED
Synagis
Herceptin
Zenapap//www2.mrc-Imb.cam.a

CHIMERIC Myelotarg
Rituxan Campath

Remicade Xolair
Reopro Raptiva

MOUSE

OKT3 Simulect Avastin
BEXXAR Erbitux Tsyabri
Zevalin (Actemra-Japan)

Humanizowane | rekombinowane przeciwciata sg stosowane w terapii np. nowotworow



Inzynieria przeciwciat — leki przysztosci

- W fancuchach immunoglobulin olbbszary zmienne odpowiadajg za rozpoznawanie roznych
antygenow, obszary state nadajg specyficznosC gatunkowag

- W klasycznych metodach wytwarzania przeciwciat monoklonalnych uzyskiwano przeciwciata
ZWierzece

- Klonowanie | ekspresja genow kodujacych przeciwciata jest alternatywnym sposobem ich
uzyskiwania

- Mozliwe jest uzyskiwanie przeciwciat humanizowanych — obszary zmienne z genu
przeciwciata zwierzecego wstawione miedzy obszary state przeciwciata ludzkiego

- Humanizowane | rekombinowane ludzkie przeciwciata sg stosowane w terapii np.
Nnowotworow



