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Referenéni lidsky genom

Zdroj DNA:

60% sekvenci pochazi ze sekvenovani DNA od jednoho darce
(sekvenovani a sestavovani BAC klonu)

néktera mista genomu se nepodafilo touto prvotni metodou
sekvenovat a postupné se doplnuji nebo opravuji chybné sestavena
mista

dnesni sekvence lidského genomu: doplnéna o sekvence z dalSich
708 zdroju

pokryva vétSinu euchromatickych oblasti
stale obsahuje 302 nedosekvenovanych mezer
..... a pravdépodobné i mnoho dal$ich chyb

Referenéni lidsky genom

Sekvence lidského genomu zverejnéna na internetu
NCBI US National Center for Biotechnology Information

Aktualizace: ,Build“ v sougasnosti Build 36.1
http://www.ncbi.nim.nih.gov

Dalsi databaze: UCSC Genome Browser (March 2006 freeze)
http://genome.ucsc.edu

Ensembl (hg18)
http://www.ensembl.org

Odchylky od referenéniho genomu

jednonukleotidové zmény
(bodové mutace, indels, SNPs)

2 -1000 bp

(mikrosatelity, minisatelity, indels, inverze)

1kb az submikroskopické
(copy number variants, segmentalni duplikace, inverze, translokace)

mikroskopické az subchromozomalni
(chromozomalni delece, inzerce, inverze, intrachromozomaini translokace)

celochromozomové az celogenomové
(intrachromozomalni translokace, kruhové chromozomy, isochromozomy,
marker chromozomy, aneuploidie, aneuzomie)




SNPs
SNP = single nucleotide polymorphism

jednonukleotidové variace, které jsou nahodné rozmistény v
genomu (bodové mutace rozsifené v populaci)

nukleotidova variace, ktera se vyskytuje alespori u 1% jedincti v
populaci

predpokladany pocet SNPs: 10 milion

vyskyt specifickych SNP spojen s predispozici k urcitym chorobam

Metody detekce SNPs

RFLP - restriction fragment length polymorphism
TagMan analysis, Fret sondy

Sekvenovani

APEX = arrayed primer extension

SNP microarrays

Sekvenovani
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RFLP - restriction fragment lenght polymorphism

PCR produkt — SNP misto lezi nékde uvniti

sekvence jedné varianty se $tépi pomoci RE

sekvence druhé varianty se nestépi pomoci
stejného RE

elektroforéza PCR produktu pfed a po $tépeni RE
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SNPs - TagMan analysis

modifikace real-time PCR
2 primery + 2 TagMan sondy (obsahuji sekvenci obou variant SNP)
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APEX technologie

APEX = Arrayed Primer Extension
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DHA (PCR product =108-1000 bpl

e DNA =20-29 bw

Kurg A. et al., Arrayed primer extension: solid-phase four-color DNA
resequencing and mutation detection technology. Genet Test 4:1-7, 2000.

SNP Arrays — probe design

sondy: 25 nukleotidu dlouhé, fotolitograficky tisk (Affymetrix)

SNP site
Genomic DNA . :
ATGCAACGTCACGTTCST GTCATTCGAGT
Probe Quartet at SNP site

PMA TACGTTGCAGTGCAAG[TIACAGTAAGCTCA
MMA TACGTTGCAGTGCAAG A ACAGTAAGCTCA

PMB TACGTTGCAGTGCAAGE ACAGTAAGCTCA
MMB TACGTTGCAGTGCAAG C ACAGTAAGCTCA

From Xiao Y. presentation: Exploration and Analysis of Affymetrix SNP Arrays.
Center for Bioit ics & Molecular Bi istics, UCSF Division of Biostatistics

SNP Arrays — probe design

Sample 1 Sample 2 Sample 3

PMA
MM,
PMB|
MM

12 3 4568 12 3 45 8 12 3 45 8

From Xiao Y. presentation: Exploration and Analysis of Affymetrix SNP Arrays.
Center for Bioit ics & Molecular Bi istics, UCSF Division of Biostatistics
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Velké studie SNP

HapMap projekt: mezinarodni projekt, jehoz cilem je identifikovat a
katalogizovat SNPs v lidské populaci a vybrat z nich ,,tag“ SNPs,
kterymi se skupiny lidi odliSuji
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Chvemesora ! AAEAEOECA....
Crremesora? AACACGCO

TTCOOOATE.... AGTCOACES....

TTCGAGGTE.... AGTCA AGES....

Crromosomed AACATOCCA.... TTCOO0OOTE.... AGTCAACCO....

Cvomosomed AACACOCCA.... TTEOOOOTEC.... AGTECIACCO.... SNPS kteréjsou na DNA
) blizko sebe se také
spole¢né dédi a uréuji
haplotyp dané skupiny lidi

Hapioype | CYCAAAGTACOOTTCAGGCA
Haplotype? TTGATTGEGCAACAGTAATA
Hapletyped COCOATOTGTGATACTGGTS
Hapiotype 4

Ltag”“ SNPs odlisuji dané haplotypy
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HapMap projekt

http://www.hapmap.org/index.html.en

HapMap kolekce lidské DNA 270 vzork( DNA

populace: Nigerie 30 trojic vzorkti (matka, otec, dité)
Japonsko 45 nepfibuznych vzorku
Cina 45 neptibuznych vzorkd
USA 30 trojic vzorkl (matka, otec, dité)

The International HapMap Consortium. A second generation human haplotype map
of over 3.1 million SNPs. Nature 449, 851-861. 2007.

The International HapMap Consortium. A Haplotype Map of the Human Genome.
Nature 437, 1299-1320. 2005.

Velké studie SNP

3000 zdravych jedincu

2000 pacienttl  bipolar disorder (1 SNP)
N coronary artery disease (1 SNP)
Crohn’s disease (9 SNPs)
" hypertension
" rheumatoid arthritis (3 SNPs)
type 1 diabetes (1 SNP)
type 2 diabetes (3 SNPs) P value < 5x107

Studovali 500 000 SNPs pomoci Affymetrix microarrays

Wellcome Trust Case control Consortium. Genome-wide association study of 14,000
cases of seven common diseases and 3,000 shared controls. Nature. 2007 Jun
7;447(7145):661-78.

Mikrosatelity a minisatelity

mikrosatelity: ~ 1-4 nukleotidy, 10-100x opakované
pouzivaji se ke studiu pfibuznosti, populaéni studie

Casté mutace - zplisobené chybami polymerazy pfi
replikaci DNA (slippage)
markery nestability genomu

minisatelity: 10-100 nukleotid(, 1000x na rliznych mistech genomu
GC-bohaté
puriny ¢astéjsi na jednom vlaknu, pyrimidiny na druhém

patfi mezi nejvice nestabilni oblasti genomu
vyuziti pro fingerprinting




Odchylky od referenéniho genomu vétsi nez 1kb

jesté v roce 2003 se myslelo, Ze vétsina ,zdravych® lidi se od
referen¢niho genomu lis§i velmi nepatrné (SNPs, mikrosatelity)

array komparativni genomicka hybridizace odhalila mnoho vétsich
oblasti DNA, které se u zdravych lidi vyskytuji v rizném poctu

Array komparativni genomicka hybridizace (aCGH)

Molekularné cytogeneticka metoda, ktera slouzi k analyze zmén
obsahu DNA v Zivych organismech

(delece, zisk, amplifikace riznych oblasti genomu)
porovnavani intenzity fluorescence zkoumaného vzorku DNA a

normalniho diploidniho vzorku DNA v rdznych mistech
genomu

Array komparativni genomicka hybridizace (aCGH)
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Typy sond natiSténych na microarray sklicku

BAC klony az 32 000 BAC klonu na jednom sklicku
~ 160 kb dlouhé Useky DNA

Oligonukleotidy 25 — 80 paru dlouhé oligonukleotidy

mohou pokryvat i cely genom (repetitivni
sekvence jsou vynechany)

zname polohu a pofadi v8ech sond v lidském genomu




Log,Rat = Log, RIG
DNA segment (vétsSinou vétsi nez 1 kb), ktery se u daného jedince

Log,Rat =0 2 kopie Log2Rat = -1 1 kopie (“loss”) vyskytuje v jiném poctu kopii nez v referenénim lidském genomu
Log,Rat=0.5 3 kopie (“gain”) Log2Rat < -1 homozygotni delece
Log,Rat =1 4 kopie (“gain”) existuje mnoho takovych oblasti v genomu (fadové tisice)

Log2Rat =2 8 kopii (“amplification”)

F “Database of Genomic Variants”

1] 2z |a] & [s(s] 7 | 893 IR CIEIES | http://projects.tcag.ca/variation/
2
1 o Copy number polymorphism — vyskyt u vice nez 1% jedinct dané populace
B A vl -, - '
& 0 . Waear s o it . )
@ : ; Vyuziti HapMap kolekce ke studiu copy number variant
= il vsichni jedinci v této kolekci byli zdravi, pfesto se naslo velké mnoZstvi oblasti
2 ' DNA (12% genomu), které se u téchto lidi nachazeji v rizném poctu kopii
-3
Genome order
2464 BAC klonu UCSF HumArray3.1

Copy number variation
hledani fenotypovych projevii CNV (,neskodna“ genomova
varianta nebo pfic¢ina nemoci???)
CNV: pathogenic x benign x unknown clinical significance
vnaseji ,zmatek" do experimenu, které napf. hledaji pricinu

vrozenych genetickych poruch (mentalni opozdénost, vyvojové
odchylky)




