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Moderni metody analyzy genomu

Jitka MalcCikova 20.2.2013

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI




Sylabus

Uvod (Mal&ikova)

Microarrays (MalCikova)

Metody analyzy miRNA a dalSich nekoddujicich RNA (Mraz)

NGS (Tichy)

o 454

= SMRT

= Sequencing by synthesis, sequencing by ligation — lllumina

= lonTorrent

Aplikace — Genomika, Transkriptomika, Epigenomika (Tichy)

Analyza interakci proteinli se specifickymi sekvencemi genomu (Stros)
DalSi technologie — Fluidigm, Sequenom, Luminex, Nanostring (Tichy)



Variabilita genomu

- Jednoukleotidové polymorfismy
(Single Nucleotide Polymorphisms - SNP)

o polymorfismus vs mutace

= Zmeny v pocCtu kopii genetického materialu
(Copy Number Variations — CNV)

» Velikost repetitivnich sekvenci v genomu

» Epigenetické zmeny — imprinting




Genom (3.2 x 102 bp, 20-25 tis genu)

= Transkripce
o Posttranskripéni modifikace
= Alternativni sestrih

Transkriptom

= Translace
o Posttranslacni modifikace
o Alternativni konformace

Proteom (miliony protein()
= Dynamicky systém — odrazi momentalni stav
buriky
= Hladina proteinu ¢asto nekoreluje s hladinou
MRNA




Moderni metody — analyza ,omu*

Cipové technologie

Sekvenovani nové generace

Fluidigm — mikrofluidni kvantitativhi PCR

Hmotnostni spektrometrie

Analyza proteomu,ale i genové exprese, SNP a metylaci

—



http://www.fluidigm.com/components/comp_96.96.htm

Moderni metody

,High-throughput® ,Large-scale” ,Ultra-deep”
= Snaha o ziskani co nejvice informaci
= Vysledkem je ohromné mnozstvi dat

= VVyznam biostatistiky



Sekvenovani genomu

= Prvni individualni genom (kompletni diploidni sekvence
konkrétniho Cloveka) — Institut J. C. Ventera
Pouzita technologie: Sangerovo kapilarni sekvenovani
Vysledky: identifikovano 2,81 miliardy nukleotidu (7,5 nas.
pokryti), 4,1 milionu variant (44 % zmen heterozygotnich), z

toho 3,2 mil. SNP, 292 tis. malych inzerci/deleci
(Levy, S., et al. PloS Biol 2007)

= Druhy individualni genom - Baylor College, Texas
Pouzita technologie: sekvenovani nové generace
Vysledky: identifikovano 3,3 mil. SNP (7,4 nas. pokryti), z
toho 10 tis. ovlivhuje zameénu aminokyseliny v
proteinovém produktu gent
(Wheeler, D.A., et al. Nature, 2008)



Projekt 1000 genomu - ,A deep catalog of
human genetic variations”

Jiz bylo v lidském genomu
Identifikovano:

15 miliond SNP
1 milion kratkych inzerci/deleci
<l N I

—_——— 20 tisic strukturnich variaci
( p& 111 W' T T T ¥
s (AT 1T mm Genomicka distribuce nukleotidovych
polymorfisma v jednotlivych lidskych
chromozomech 1 - 22.

Cervena vy3si hustota
Modra nizsi hustota

A map of human genome variation from population.scale sequencing. 1000 Genomes Project Consortium, Durbin
RM, Abecasis GR, Altshuler DL, Auton A, Brooks LD, Durbin RM, Gibbs RA, Hurles ME, McVean GA., Nature.
2010 Oct 28;467(7319):1061-73. (Sanger Institute, 179 human genomes)

Diversity of human copy number variation and multicopy genes. Sudmant PH, Kitzman JO, Antonacci F, Alkan C,
Malig M, Tsalenko A, Sampas N, Bruhn L, Shendure J; 1000 Genomes Project, Eichler EE, Abecasis GR,
Altshuler DL, Auton A, Brooks LD, Durbin RM, Gibbs RA, Hurles ME, McVean GA., Science. 2010 Oct
29;330(6004):641-6. (University of Washington, Seattle, 159 human genomes)



Uskali
= |nterpretace

= Komercni ,direct-to-concumer® (DTC)
genetic testing



Microarrays




= 1995 - Mark Schena

,<Quantitative monitoring of gene expression patterns with a
complementary DNA microarray®, Science (1995);
270(5235). 467-70.

- Analyza exprese 45 genu Arabidopsis

= 1996 - Affymetrix GeneChip



Princip Cipovych technologii

Princip — sondy vazane na
nosny podklad

Ruzné déleni podle

o Aplikace (genotypizace; exprese RNA, proteinu; epigenetika...)
= Technologie vyroby (in situ syntéza; deponovani)
= Typu sond (umélé chromozémy — BAC, PAC; cDNA; oligonukleotidy)

= Znaceni (fluorescence — jedno/vice-kanalové; autoradiografie,
chemiluminiscence)



Sklo

= mikroskopické sklicko (25 x 75 mm)
= specialni formaty
= rUzné upravy povrchu — aminosilan, epoxy atd.

= Nylonova nebo nitrocelulozova membrana
= Plast, gel

= Mikrokuli¢ky
= BeadArrays® (lllumina)
= XMAP (Luminex)




= Analyza genomovych aberaci, genotypizace
- CGH, SNP gipy
= Resekvenacni Cipy

= Epigenomika
= Mapovani vazby proteinu na DNA (ChlP-on-chip)
= Mapovani metylované DNA (MeDIP-chip)

= EXxprese
= mMRNA, miRNA
= Proteiny
= Bunky, tkane



Bioanalyser

P==0.05

Bunky, tk
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Kontrola kvality

Nanodrop

kvantifikace nukleovych kyselin A4,

meéreni Cistoty: A,go080 (KONtaminace proteiny); A,go0s0 (Kontaminace org. latkami)

Bioanalyser — ,lab on a chip”
Degradace RNA
RIN — RNA integrity number — pomer 28S a 18S rRNA




= VV\ychozi material - genomova DNA

= Detekce nebalancovanych genomovych zmeén

= Amplifikace, delece - CNV - copy number variations

= Nedetekuje balancované chromozomalni translokace
o Array CGH

= Detekce uniparentalni dizomie, genotypizace
- SNP &ipy

= Detekce mutaci, polymorfismu
= Resekvenacni Cipy



Postup

|zolace DNA

(R

Kontrola kvality, stanoveni kvantity -
Amplifikace — celogenomova, PCR

Fragmentace — enzymaticky
Znaceni - fluorescence
Hybridizace, odmyti
Skenovani

Analyza dat

PO



CGH - komparativni genomova hybridizace

Kohybridizace znacCené

na normalni metafazni chromozomy

= klasicka CGH, HR-CGH
= Metoda molekularni cytogenetiky

Patient's DHA
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“ nybridieation

a kontrolni DNA

= pa sondy navazané na sklicku
= array CGH — Cipova technologie

Rafwrencs DNA

—
arra-CGH

BAC DHAS

— www.advalytix.com (Beckman Coulter)



Délka a hustota pokryti DNA sond urcuje rozliseni Cipu

Useky genomové DNA vioZené do vektor(
= YAC (Yeast Artificial chromosome) - 200 -1000 kb

m}

m}

m}

m}

BAC (Bacterial Artificial chromosome) - 50-200 kb
PAC (Phage Artificial chromosome) - 75-200 kb
Kosmidy — 30-40 kb

Rozliseni ~ 1Mb

cDNA - 1-2 kb

u]

u]

u]

Pouze genové oblasti
Horsi schopnost detekce jednokopiovych zmeén
RozliSeni - 1-2 kb

Oligonukleotidy - 25-85 bazi

u]

RozliSeni - pod 1 kb



Platformy aCGH

= Cilené

= Analyza vybranych ,hot spot” oblasti spojenych s konkrétnim
onemocnenim

= Chromozomoveé

Interval Markers

= Celogenomove

= Sondy rozmisténé
@ rovnomerné po genomu
= v urcitych intervalech
= Tilling arrays — sondy se prekryvaji — vysoke rozliseni

Tiling Resolution

Davies et al., 2005
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SNP gipy

Cipy umozniujici rozlidit nejen CNV, ale i SNP
= Sondy pro detekci CNV jako u CGH Cipu + sondy

specialné navrzené pro detekci SNP

SNP — jednonukleotidove polymorfismy

UrcCeni alelového statusu, haplotypu
= Genotypizace, asociacni studie

Detekce uniparentalni dizomie

- .
= -
. "
3 e l -

WWW.mérshaI/.edu



Uniparentalni dizomie (UPD)

CNN LOH - copy number neutral loss of heterozygozity

o Vrozena, ziskana
o Heterodisomie vs isodisomie
= \/yskytuje se u rady onemocneni

monozomie
- 2
~a A Gl UPD

Normalni mutace
karyotyp trizomie




Princip SNP Cipu - Affymetrix

25b sondy, zamena 13.
nukleotidu - nejvetsi vliv na silu
vazby pri neshode

Jednobarevna detekce

na Cip se hybridizuje pouze
oznacena testovana DNA

SNP

Genomic DNA refergl'u:e sequence

|
I
iy w - e ———

Quartet

PMA
MMA
PMB
MrMB




Princip SNP Cipu - lllumina

1x 50b, single base extension; pouze A/G,
A/C, T/C, T/G (dvoubarevna metoda)

2X 50Db, allele specific extension

I (gDNA) (gDNA)

£ N (1@t 2] probes

Infinium II < | 1'1.-;;" ['.;‘4.‘111 1“F|;11|
,,-" [Sohe s R .f""l _
) - S—  _ (gDNA) (gDNA)

0 Hybridize samples on BeadChip 7 Extend{Stain samples on
BeadChip

Infinium |

@ Hybridize samples on BeadChip €©) Extend/Stain samples on
BeadChip




Princip SNP Cipu - Agilent

= 60b, SNPs pouze v mistech rozpoznavanych
restrikCnimi endonukleazami

Restriction Digestion 1
Labeling

W oo

Hybridization 1

— M corc W N
LLELVL Erp LT ]
rc —iﬁ& 3 ——— /
— g — SNP = C; UNCUT

high signal
SNP = A; CUT Microarray

low signal
Probes




Vysledky SNP &ipd
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Vysledky SNP Cipu - genotypizace
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= Nadorova genomika

=V nadorovych bunkach casto zmeny genomu — primarni i sekundarni
= Klinicka genetika

o PFesnéjSi charakterizace mikrodele¢nich syndromu

o |dentifikace genomovych zmén u pacientl s mentalni retardaci i
jinymi vrozenymi postizenimi

= Prenatalni a preimplantacni diagnostika

= Asociacni studie — asociace SNP i CNV s radou
onemocneni (revmatoidni artritida, diabetes,
nadorova onemocneni, psychiatricka onemocneni)

= EvolucCni studie



r

Resekvenacni Cipy

= Affymetrix

Stejny princip jako detekce SNP

SNP = testovany 2 varianty X resekvenovani = testovany 4
varianty

TCGGTAGCCATGAATGAGTTACTAC Probe 1 Forward
TCGGTAGCCATGCATGAGTTACTAC Probe 2 Forward
TCGGTAGCCATGGATGAGTTACTAC Probe 3 Forward
TCGGTAGCCATGTATGAGTTACTAC Probe 4 Forward

C

G
AGCCATCGGTAGATACTCAATGATG Probe 1 Reverse
AGCCATCGGTAGCTACTCAATGATG Probe 2 Reverse
AGCCATCGGTAGGTACTCAATGATG Probe 3 Reverse
AGCCATCGGTAGTTACTCAATGATG Probe 4 Reverse

Genomic Sequence of interest




Resekvenacni Cipy

= APEX

= Arrayed Primer EXtension

= Prodlouzeni sondy o jeden nukleotid komplementarni ke
vzorku

o 4-parevna technologie — nutné specialni vybaveni




Detekce mutaci, na které je Cip navrzen
Screeningova metodika

Custom arrays — nutno ovéfit Sangerovym sekvenovanim

Komercne dostupné ,diagnosticke” Cipy
= Roche — platforma Affymetrix

= Cytochrom P450 — FDA approval, CE-IVD

- P53 v testovani

= Neni nutné ovérovat vysledek
- Jen 1 gen, ale velmi rychlé, ,user friendly“ (protokol max 2 dny)

- APEX
- Dostupné Cipy pro konkrétni geny + mozny vilastni design
= Nutné overit sekvenaci
- Research use only



— —
Bunky kontrolni Bunky sledované

RT/PCR

Label with
Fluorescent Dyes

VY

it

ICroarray

Microarray Technology



Historie

1987 Kulesh et al. - cDNA knihovna na papirovéem filtru

Prelom 80./90. - E. Southern — in-situ synteza
oligonukleotidu

1991 — Fodor et al. - svetlem rizena paralelni synteza
1995 — Schena et al. - cDNA expresni microarray
1996 — lidska cDNA microarray
1997 — celogenomova (kvasinka)

- cDNA microarray a -

1997 — celogenomova (kvasinka) e
- oligonukleotidova microarray & :\ oo

12 34567 8 9101112

IOTmMoom>»




= Studium exprese mRNA (miRNA)

= Celogenomove
= Exonové (whole transcript)
= Cilené — konkrétni drahy, diagnozy

= High- 1 low- density

= Sondy — kratké | dlouhé oligonukleotidy, cDNA
= Sklicka, cartridge, mikrokulicky, membrany

= Jedno- a dvou- kanalove



= Studium efektu stimulu na
genovou expresi

= Chemikalie (napfr. lécCiva)
= Fyzikalni faktory (zareni)
= Gene knock-out (siRNA)

= Gene transfection (napfr. transkripCni
faktory, mutantni alely)

= Studium rozdilu mezi vzorky
= Tkané a organy
= Diagnozy




Postup

|zolace RNA

|
Kvantita, kontrola kvality § i
k]
|

|

|

|

OK, compact RNA ] ; Degradaded RNA

III il ||
ll L'.I plll.‘ i
w

Prepis RNA
Oligo-dT priming
Kvalitni RNA
3' biased sondy
Random priming — hexa-, okta-, nona-mery
| degradovana RNA
Cely transkript

Znaceni - fluorescence

Hybridizace, odmyti oo

Skenovani

Analyza dat e
Zpracovani obrazu
Normalizace

Klastrova analyza (supervised, unsupervised)
Integrace s dalSimi daty — gene ontology, genové interakce, funkCni vztahy




Vysledky

= |dentifikace genu
rozdilne exprimovanych
u konkrétnich skupin
vzorku

= Qvereni pomoci real-
time PCR




= Pochopeni molekularnich mechanismu
= Studium biomarkert — diagnostické, prognostické, prediktivni

=  Komercne dostupné pro in vitro diagnostiku
= FDA cleared / IVDMA (In Vitro Diagnostic Multivariate Index Assays)

= MammaPrint®

Stanoveni rizika metastazovani po chirurgickém odstranéni nadoru prsu u
pacientek v Casnych stadiich

nizkeé riziko — hormonalni terapie X vysoke riziko — agresivné;jsi lé€ba (chemoterapie)
70 genu
= Tissue of Origin Test

|dentifikace puvodu nadorl — metastaze, nediferencované nebo malo
diferencované nadory

> 2000 genu

> Rada dal$ich bez certifikace pro IVD (ColoPrint....)



= Expresni

o stanoveni pritomnosti a koncentrace

proteinu v komplexnich vzorcich
= Protilatkove Cipy
= Lyzatové Cipy
= Antigen Cipy

= Funkcni
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= studium interakce proteinu s jinymi molekulami
= proteiny, peptidy, nizkomolekularni latky, oligosacharidy, DNA



= Vazba protilatka-antigen - mikrospot ELISA (Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay)

o Systém vyuzivajici malé mnozstvi vazané protilatky a malého
objemu vzorku je citlivejsi nez systém se stonasobne vetsim
objemem materialu

= Citlivost radové ve femtomolech - 106 molekul/ml

= Stanoveni koncentrace analytu ve vzorku
= Koncentraci pfimo odpovida mnozstvi vazaného analytu

(Ekins RP, J Pharm Biomed Anal. 1989)



= Stovky — tisice proteint imobilizovanych ve formé mikrospotu
na pevném povrchu
= membrany (polystyrenové, PVDF - polyvinyliden fluorid, nitrocelulosové)
= standardni mikroskopicka skliCka
= s chemicky modifikovanym povrchem (poly-lysin, aldehydické skupiny)
= potazena membranou
= DetekCni metody
= NejCasteji fluorescence
= Enzymaticky — znacCeni alkalickou fosfatazou, kienovou peroxidazou
= Chemiluminiscence
= Radioaktivita
= ZvySeni signalu — znaceni biotinem — vazba na znaceny streptavidin
= Hmotnostni spektrometrie



Cipy pro stanoveni antigenu

Protilatkové Cipy

= Pfimy format (FPA- forward phase
arrays)

= Na povrchu spotované protilatky

= |nkubace se vzorkem

Primé znaceni Sendvicova metoda

Moznost % » ¥ oA J}* Vy$si citlivost
dvoubarevné " ¢ ¥ I ¥ specifita
detekce Xiaobo et al. 2010
= Detekce stovek antigenu ve vzorku

= Expresni profilovani — ,large-scale”
monitorovani proteinové exprese

= Cilené na urcité bunecné procesy
(bunécny cyklus, cytokiny...)

Lyzatove Cipy
Zpeétny format (RPA — reverse phase
arrays)

Na povrchu spotované vzorky
(proteinové, tkanove lyzaty, sérum)

Inkubace se specifickymi znacenymi
protilatkami

I

R

Xiaobo et al. 2010

Srovnani exprese az desitek antigenu
u stovek ruznych vzorku

Nevyhoda — mala hustota

studovanych molekul ve spotu

— pre-frakcionace pomoci 2D kapalinové
chromatografie



Cipy pro stanoveni protilatek

Antigen Cipy
= Na povrchu spotované znameé antigeny
= syntetické proteiny, peptidy
= |nkubace se sérem obsahujicim studovane protilatky
= Detekce pritomnosti protilatek ve vzorku, nejCasteji v séru

Xiaobo et al. 2010




Bead array - mikrosféry

prumér ~ 10 um (velikost lymfocytu)
polystyrenové nebo latexove kuliCky
,kodovany" rozdilnymi barvami nebo velikostmi

Detekce - napr. flow cytometricky
= rozpoznavani rozdilné kédovanych mikrosfer
o identifikace a kvantifikace proteint ve vzorku

Mnozstvi stanovovanych proteinu je limitovano
poctem druhu mikrosfér (~100)

Moznost automatizace

Vyuziti — cilené — zejména detekce cytokinu, www. lucerna cherm. ch
ale napf. i detekce fuznich proteinu a
onkoproteinu




= Primy format
o Spotované protilatky

= Inkubace s bunecnou suspenzi

,Transfekcni Cipy”“ - bunky rostou na povrchu Cipu s
naspotovanou cDNA

= Béhem rustu pfijmou cDNA
= Cip se spoty buné&k exprimujicich razné cizorodé proteiny
= Detekce @ .. °
s Pfimo mikroskopicky na skli¢ku ; |

= DalSi charakterizace znaCenymi protilatkami




Varianta RPA Cipu (zpétny format)

Spotuji se celé vzorky tkani napfr.
bioptickych

Inkubace se znacenymi protilatkami
Velikost spotu 0,6 - 2mm
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Funkcni Cipy

Studium interakce s jinymi molekulami

= |nkubace s jinymi proteiny, DNA, malymi molekulami
(oligosacharidy, terapeutika, ...)

Studium posttranslacnich modifikaci
Studium enzymaticke aktivity
Studium kofaktoru a inhibitoru
Studium interakci ligand-receptor

protein - DNA protein - protein enzym - substrat



Potreba zachovani struktury a biologicke aktivity

Nespecificka vazba primo na povrch

= Adsorpce

= Kovalentni vazba prirozenych chemickych skupin proteinu na upraveny povrch
= Aktivni ¢ast proteinu muze byt schovana, problém zachovani konformace

Chemoselektivni vazba — pripojeni chemicke skupiny na
definovanou pozici proteinu — specificka reakce s

komplementarni chemickou skupinou na povrchu sklicka
= QOrientovana pozice na sklicku

Imobilizace pres specificky rekombinantni tag
= Zachovani orientace, konformace, funguje jako ,spacer”




= Domenové Cipy
o Spotovany pouze jednotlivée domény proteinu
= Pochopeni protein-proteinovych interakci

= Peptidove Cipy

o |nkubace s proteiny, DNA, malymi molekulami (oligosacharidy,
terapeutika, ...)

» Cipy s chemickymi knihovnami
= |nkubace s proteiny (enzymy, receptory...)

o Studium inhibitoru, studium ligand-receptorovych interakci-
vyhledavani terapeutik



Typ Cipu Molekuly Stanovované Inkubace Pocet Pouziti
(pFimy protilatky vzorek - profilovani
format) proteinovy lyzat
lyzatové neznamy antigeny znameé .000 proteinove
(zp&tny vzorek - protilatky profilovani
format) proteinovy

lyzat
antigen zname antigeny protilatky neznamy .000 stanoveni
Cipy vzorek — pritomnosti
protilatky v protilatek v
séru séru
funkéni protein- znamé proteiny partnerské .00 studium
protein v nativnim, molekuly interakci
protein- funkCnim stavu interaguijici s proteinu
DNA RNA | nebo peptidy, proteiny s partnerskym
— i molekulami
protein-
nizkomolek nebo nebo
ularni latky
Enzym- Yy :
substrat chemicke latky proteiny




= Studium biomarkeru — diagnostické, prognosticke,
prediktivni

= |dentifikace terapeutickych cilu
= Detekce autoprotilatek, studium imunitni odpovedi

= |n vitro diagnostika — vice nez u ostatnich typu Cipu
= NejCasteji diagnostika autoimunitnich onemocnéni
= Diagnostika infekCnich onemocneéni



ChlP-on-chip (Chromatin immunoprecipitation)

= Mapovani vazby proteinu na DNA

Napf. transkripCni faktory

cross-link
and shear

’:';“fo..

N
__fluorescence tag

T Q Y.
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MeDIP-chip (Methyl-DNA immunoprecipitation)

Stejny princip — imunoprecipitace s protilatkou proti 5-metyl-cytosinu



