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Microarrays

Kolekce DNA sond prichycenych k pevnemu podkladu

, 115téna“ microarrays Fotolitografie



Microarray technologie

l. Vybér sond (probes): cDNA vektory, BAC vektory,
kratké nebo dlouhé oligonukleotidy, proteiny, tkane

Il. Priprava microarray: naneseni sond na sklo nebo
membranu

Ill. Design experimentu: zvoleni spravné metody, pouziti
refere¢niho vzorku, zaména fluorescencnich barev

IV. Fluorescenc¢ni znaceni vzorku

V. Analyza microarray obrazu: nalezeni sond v obraze,
korekce pozadi, vypocet intenzity v jednotlivych
bodech

IV. Analyza dat: filtrovani, normalizace, porovnani
vysledku ziskanych z vice microarray experimentu —
klastrovaci analyza



Oblasti pouziti microarrays v biologii

Co se
Typ array | Sondy fluorescencné ... analyza ¢eho
na microarray znaéi a hybridizuje
Expresni | DNA (cDNA, CDNA/ mRNA méreni mnozstvi mMRNA v
oligonucleotidy) bunkach, nadorech ...
MiRNA oligonukleotidy MiRNA méreni mnozstvi miRNA
CGH DNA (BAC vektory, | DNA zmeény v genomu (zisk, ztrata
oligonukleotidy) chromozomu nebo jejich ¢asti
SNP DNA DNA detekce ,Single Nucleotid
(oligonukleotidy) Polymorphysms®; zmény v
genomu
Metylace | DNA (CpG islands) | DNA (ovlivnéna mira metylace promotorovych
bisulfidem sodnym) oblasti
Promoter | DNA (promotorové | DNA (ChiP mista vazby transkripCnich
oblasti ~ 1kb) obohacena) faktort, modifikace histon(
Tilling DNA vS§echno dfive zminéné | vSechno dfive zminéné,
sekvenovani, anotace genu
Protein protilatky protein exprese proteinu (ELISA)




Oblasti pouziti microarrays v biologii

transkripce translace

DNA » RNA - protein




Oblasti pouziti microarrays v biologii

transkripce translace .
DNA - ~ protein

Schena M., Shalon D., Davis R. W., Brown P. O.
Quantitative monitoring of gene expression patterns with a
complementary DNA microarray. Science 270: 467-70, 1995.



Genova exprese

Exonl Exon2 Exon3 Exon4 Exon5 Exon6
Intronl Intron2 Intron3 Intron4 Intron5
DNA w-—--—-—-—————— R - - - - - e

transkripce

CRNA y e N
. | untranslated regions
ranslace

protein

ATG STOP



Genova exprese
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cDNA: jednoretézcova DNA (v dalSim kroku je mozné syntetizovat druhy fetézec)
u genu s dlouhou mRNA nemusi vznikat vzdy cela cDNA



Metody mereni mnozstvi mRNA

Method Typical Throughput
*Northern blot 1 gene
*Subtractive cloning
-Differential display 5
*RT-PCR and Real-time RT-PCR -g)

=t
+2D protein gel/Mass Spec a
*ICAT/Tandem Mass Spec 'g

5
*EST/SAGE i

*High density arrays 20,000-40,000 genes

Comments

*Standard procedure; “Gold standard”, Low throughput
*Mid-1980’s, Not comp rehensive, High FP

+*1992, Follow up cloning required; Potential to

identify rare mRNAs, High FP
(Liang & Pardee, Science 257: 967-71, 1992)

*Sequence I.D. & semi-quantification, FP?

2001, Sequence I.D. & quantification, FP?
(Han et al., Nature Biotech 19: 945-951, 2001)

*1993, Prior sequence knowledge not mandatory,
Moderate FP - depends on level of survey
{(Lee etal., PNAS 92: 8303-7, 1995; Vdculescu et al. Science
270: 484-7, 1995)

+*1995, Identification of differentially expressed
genes dependent on arrayed elements, Low FP
{(Schena et al. Science 270: 467-70, 1995)

From Lee N. H. presentation: Introduction to High Density Microarrays



Méreni mnozstvi mRNA

(microarrays tisténé pomoci sklenénych kapilar)




a pomoci sklenenych kapilar

y

Microarrays tisten




Typ sond

|. dlouhé oligonukleotidy:
~ 60 - 70mers
komercné dostupné (Operon, Agilent)

Il. cDNA:
knihovny cDNA vektoru (IMAGE, MGC)

dostateCné mnozstvi DNA se vyprodukuje pomoci PCR
(univerzalni primery pro dany typ vektorua)

MRNA = e
5’ 3

— dlouhé oligonukleotidy

c DNA



Uprava povrchu skliéek pro tisk arrays |

povrchova uprava skla: amino modifikace, poly-L-lysine

modifikace povrchu — natisknuti DNA sond — UV ozareni
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From Lee N. H. presentation: Introduction to High Density Microarrays



Uprava povrchu skliéek pro tisk arrays I

povrchova uprava skla: epoxidova modifikace

uprava DNA: amino-modifikace DNA

Sklo DNA

OCH OCH, Covalent attachment wi (#) amine.modified primer
l NN
H
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From Lee N. H. presentation: Introduction to High Density Microarrays



Experimentalni design
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Image Analysis

Priklady pouziti v molekularni biologii (na urovni mRNA):

 aplikace chemické latky na bunécnou kulturu a jeji vliv na expresi
ruznych genu (najit geny, které snizi nebo naopak zvysi expresi mRNA)

» zvySeni exprese MRNA zvoleného genu vnesenim plasmidu — nalezeni
dalSich genu se zménénou expresi

* snizeni exprese MRNA zvoleného genu po vneseni specifické siRNA —
nalezeni dalSich genu se zménénou expresi



Experimentalni design

Porovnani exprese mezi vzorky:

A+<———= B

1. Loop design: kazdé dva vzorky
jsou hybridizovany na jedno sklo
(plus vzajemna zameéna
fluorochromu)

2. Reference design: kazdy vzorek
je hybridizovan s referencnim
vzorkem, ktery pak slouzi jako
prevodnik mezi riznymi vzorky

B D ?27?7?
E A
C
/v B B
A‘/ \C A// \\“C



Experimentalni design

Loop design
poskytuje primeé srovnani mezi vzorky
0 kazdem vzorku ziskame vice informaci - kontrola
vyzaduje vetsi mnozstvi RNA z kazdéeho vzorku

Spatny vzorek vice ovlivni cely experiment

Reference design
Ize jednoduse rozsirit o novy vzorek

jednodussi interpretace vysledku
vyZzaduje méné RNA ze vzorku
Spatny vzorek meéne ovlivni cely experiment



Méreni mnozstvi mRNA

(fotolitograficky pripravené microarrays)




Fotolitograficky zpusob pripravy (Affymetrix)

sondy = oligonukleotidy délky 25 bazi

Light
(deprotection)
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Fotolitograficky zpusob pripravy (I

sondy = oligonucleotidy 45-85 bazi — ol
podobna teplota tani (T,,) . .

g &zz"z?‘ S|




Typ sond

oligonukleotidy 25 bazi

s _/CDNA _ "
N

... [CGTCTGTATCACAGACACAAAGTTGACTG...
Perfect Match PM: CAGACATAGTGTCTGTGTTTCAACT

MisMatch ~ MM: CAGACATAGTGTGTGTGTTTCAACT

escent probe intensity

Perfect Match vs MisMatch oligonukleotidy
PM MM



Typ sond

oligonukleotidy 25 bazi

Drive:

sondy blize k 3" konci mMRNA
11-16 na jeden gen

PM, MM sondy

Nyni:
sondy v ruznych exonech genu (idealné 4 sondy v kazdém exonu)
jenom PM sondy

umoznuje studovat alternativni sestrih



Experimentalni design
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Priklady pouziti v molekularni biologii (na urovni mRNA):

 aplikace chemickeé latky na bunecnou kulturu a jeji vliv na expresi
ruznych genu (najit geny, které snizi nebo naopak zvysi expresi mRNA)
 zvySeni exprese MRNA zvoleného genu vnesenim plasmidu — nalezeni
dalSich genlu se zménénou expresi

* snizeni exprese MRNA zvoleného genu po vneseni specifické siRNA —
nalezeni dalSich genu se zménénou expresi



Méereni mnozstvi mRNA

(Allumina samosestavovaci arrays)




Samosestavovani silikonovych kulicek

zakladni stavebni jednotka: silikonova kulicka (3uM)

kuliCka nema presné dané misto na sklicku, po fixaci na skliCku je jeji
typ identifikovan diky sekvenci ¢asti oligonukleotidu

oligonukleotid:
|. adresa (definuje typ kulicky)
ll. vlastni sonda - oligonucleotid (50 bp), ktery je specificky
pro jednotlivé transkripty

mira exprese mRNA = intenzita fluorescence navazané cRNA

» Labeled

-.‘ _ . “/ Biotin
f - " cRNA
d



Objevovani novych transkriptu

objevovani novych transkriptu, které nejsou jesté ve verejnych
databazich (napfr. SeqRef, Emsembl)

nebylo to mozné pomoci vyse zminénych technologii, protoze ty
jsou zalozené na znalostech obsazenych v databazich

Reseni:
tilling arrays (Affymetrix)

MRNA sequencing (lllumina, SOLID, Torrent, Roche 454)



, 11lling* arrays

sondy na sklicku pokryvaji kompletné urcitou oblast
genomu popfr. cely genom

repetitivni sekvence nejsou pokryty (pfed navrhem sond jsou
odstranény pomoci programu ,RepeatMasker”)

sondy: oligonukleotidy
napfr: 14 arrays, kazdé obsahuje 2x 3 250 000 sond
25 bazi sonda, PM a MM, mezera mezi sondami 10 bazi

po hybridizaci s fluorescencné znacenou cRNA ,sviti“ sondy, které predstavuji
transkribovana mista ve studované oblasti (genomu)

sondy v mistech ,bez transkripce” maiji intenzitu fluorescence na urovni pozadi

|ze detekovat nové exony, jejich alternativni sestfih



MRNA sequencing

objevovani novych transkriptd pomoci sekvenacni technologie

neni potfeba navrhovat, tisknout nebo syntetizovat sondy

MRNA — first strand cONA — double-stranded cDNA — fragmentace

|

sekvenace ligace adapterl <—



Library preparation

Read Alignment/Assembly



Sequencing platforms — select carefully!

Run time Millions of Bases/read Yield MB/run
reads/run
LI 1.5 days <3,000 100+100 <600,000
2000 ‘ ' '
PacBio <2 hours 0.03 >3,000 100-150
2rE <6 hours 0.1 9,000 1,000
Nanopore
Su) B >4 hours 250 <200 50,000
Proton Il
SOLiID 5500x| 8 days >1,410 75+35 155,100
lllumina MiSeq 39 hours 15 250+250 7,500
454 FLX Titanium |0 hours I 400 400

http://www.molecularecologist.com/next-gen-table-2a-2013/




1. PREPARE GENOMIC DNA SAMPLE 2. ATTACH DNA TO SURFACE 3 BRIDGE AMPLIFICATION

Adapters
Randomly fragment genomic DNA uwwmu mum-ma.umn”
sod bgote sdapters to both ends of the the inside surface of the flow cell channels. initiste solid-phase bridge amplification.

fragments.



4. FRAGMENTS BECOME DOUBLE 5. DENATURE THE DOUBLE.STRANDED 6. COMPLETE AMPLIFICATION
STRANDED MOLECULES

The enzyme incorporates nudeotides to Denaturation leaves single-stranded Several millon dense dusters of double-
bulld double-stranded bridges on the solid- templates anchored to the substrate. stranded DNA are generated in each channe!
phase substrate. of the flow cell.



7. DETERMINE FIRST BASE 8. IMAGE FIRST BASE 9. DETERMINE SECOND BASE

First chemistry cyde: toinitiate the first After laser exditation, capture the image of Second chemistry cyde: to initiste the
sequencing cyde, add all four labeled reversible emitted fluorescence from each duster on the next sequending cyde, add all four labeled
terminators, primers and DNA poymensse flow cell. Record the identity of the first base reversible terminators snd enxyme to the

enxyme 1o the flow cell. for each duster. flow cell.



10. MAGE SECOND CHEMISTRY CYCLE

After laser excitation, collect the image data

base for each duster.

11. SEQUENCE READS OVER MULTIPLE
CHEMISTRY CYCLES

@ —| o
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o

l
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lo
*,

\_, GCTGA..

Repeat cycles of sequendng to determine
= before. Record the identity of the second the sequence of bases in & given fragment
a single base at time.

12. ALIGN DATA

I I
LGCTIGATGTGCCBCLTCACTCCOOTGE

CACICCIGIGG
| CTICACTCCIGIGG
—»GCIGATGTGCCACCTCA f
" GATGTGCCACCICACTIC |
GIGCCOCCICACTCAIG
CICCAGTGG

idnmntad ord ~ofed NF ofed

Align data, compare to a reference, and
identify sequence differences.



Uvod do statistického hodnoceni dat
Predpriprava dat pro statistické hodnoceni

analyza obrazu (méreni intenzity bodu a pozadi)

normalizace (nalezeni a odstranéni systematickych chyb, které
nejsou zpusobeny biologickym objektem)

filtrovani dat (odstranéni $patnych bodu nebo hybridizaci ze studie)
Nalezeni rozdilné exprimovanych genu

vypocet zvolene statistiky a nasledné urcCeni p hodnot

uprava p-hodnot



Analyza obrazu

rozdéleni pixeld v nasnimaném
obraze na ty, které nesou informaci o
intenzité bodu na skli¢ku nebo
pozadi

mnoho programu na analyzu
microarray obrazu (GenePix, Spot, ...)

vysledek: txt soubor — kazdy radek
obsahuje informaci o jednom bodu na
sklicku (prumérna intenzita uvnitf
bodu, intenzita okoli, variabilita mezi
pixely uvnitf bodu, ...)

Subarray



Analyza obrazu

Vig VIV /S

R/G
NejCasteji se vyjadruje pomoci logaritmu o zakladu 2

M = Log, R/IG

Log, RIG =1 ve vzorku zna€eném prvnim fl. je dvakrat vice
2 kopii specifické mRNA nez ve vzorku znaeném
druhym fl.
Log, R/G =-1 ve vzorku znaceném prvnim fl. je polovicni

mnozstvi kopii specifické mMRNA nez nez ve vzorku
znaceném druhym fl.



Analyza obrazu

M = Log, R/IG
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A = (Log,R + Log,G) /2

DalSi dulezita hodnota pro kontrolu kvality hybridizace je

primérna intenzita bodu v obou snimanych kanalech

A = (Log,R+Lo0g,G)/2



Dulezité predpoklady

Sondy na skli€ku jsou rozmistény zcela nahodneé

do stejné pozice na skliCku neseskupujeme geny s podobnou funkci;
sekvencne pribuzné; lezici na stejném chromosomu

Hybridizace byly provadény v nahodném poradi

kontroly byly hybridizovany dohromady se zkoumanymi vzorky

Predpokladame, ze experiment ovlivni expresi pouze malého
poctu genll vdaném objektu (vétSina genll svoji expresi neméni)

prumér (median) vSech poméru R/G je roven 1
pramér (median) vSech logaritmi pomért R/G je roven 0

nestacCi mit na skliCku sondy pro geny, které nas zajimaji nebo ocekavame, ze
jejich exprese se bude ménit

pro normalizaci jsou nutné i dalSi geny, jejichz exprese se nemeéni (téch by
meéla byt vétsina)



Odstranéni ,,Spatnych‘ bodu
odstranéni bodu: body s morfologickymi abnormalitami
(problematicky tisk)

s nizkou intenzitou (neni exprese v
daném systemu)

s vysokym pozadim (negativni hybridizace)

Kontrolni body: prazdné body bez DNA (negativni kontrola)
,»Spiked* body (pozitivni kontrola)

stejné sondy na riznych mistech sklicka



Normalizace

nalezeni a odstranéni systematickych chyb, které nejsou
zpusobeny biologickym objektem

neni splnéna podminka, ze primeér (median)
vSech logaritmu poméru R/G je roven 0

Pred normalizaci: Po normalizaci:

log2 R/IG
log2 R/IG

M=
M

T T T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

A =log2 (RIG)/2 A =log2 (RIG)/2



Nalezeni rozdilné exprimovanych genu

Nulova hypotéza: median exprese daného genu se statisticky
nelisi od teoretické hodnoty medianu (v nasem pripadé 0)

M . :
T = — D hodnota riziko s jakou lze nulovou
se(M) hypotézu odmitnout
rozdilné exprimované geny ... p hodnota<0.01 (volitelny prah)
Array 1 Array 2 Array 3 Array 4 p hodnota
Gen 111 0.39 -0.39 0.06 0.78
Gen 112 -0.28 0.33 0.37 0.64 0.25
Gen 113 0.14 0.28 0.44 0.38
Gen 114 -0.19 0.13 -0.13 0.38 0.99
Gen 115 0.88 0.49 0.54 0.45 0.02




Statistické problémy pri studiu tisicu genu
s malym pocétem opakovani experimentu

rozdilné exprimované geny ... p hodnota<0.01

Priklad:

studujeme 20 000 genu na jednom sklicku

béhem normalizace a kontroly kvality vyfadime 12000 gen
testujeme 8 000 genu (pro kazdy vypocitame p hodnotu)

p hodnota < 0.01 pripoustime, ze 1% testovanych genu je oznaceno
jako rozdilné exprimované pouze nahodnou
variabilitou pokusu

8000 * 0.01 = 80 gen

=>korekce p hodnot s ohledem k poétu testovanych gent
=>pouziti alternativnich statistik



Klastrovani

Klastrovani (shlukova analyza) je obecna metoda, kterou je
mozno pouzit ke spojovani prvkt (s podobnymi viastnostmi)
do skupin (klastru)

Microarray analyza:

Klastrovani gent (fadku) = identifikace skupin genu, které mohou
byt spoleCne regulované

Klastrovani vzorku (sloupcul) = nalezeni skupin vzorku, které maji
podobné zmény v expresi genu (zmény na
urovni DNA)

Priklad:
Sorlie et al., Gene expression patterns of breast carcinomas distinguish
tumor subclasses with clinical implications. PNAS 98: 10869-10874, 2001.



Design experimentu

78 karcinomu prsu (71 duktalnich, 5 lobularnich a 2 in-situ)
3 fibroadenomy
4 vzorky normalni tkané prsu

Microarrays: 8 102 cDNA klonli
kazdy vzorek (Cy3) hybridizovan s referenéni RNA (Cy5)

Analyza: nalezeno 456 cDNA klonui (427 gent) s velkou
variabilitou exprese mezi riznymi vzorky, ale podobnou
expresi u pribuznych vzorku

Otazka: Zda existuje rozdéleni karcinomu do podskupin, které
maji podobné zmény v expresi genu?

Sorlie et al., PNAS 98: 10869-10874, 2001.
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Sorlie et al.,

ERBB2 AA4B0116

ESTs T57034

KIAAD130 N544:

ERBB2 AMA3351

steroldogenic acute regulatory profein refated AASO4615
GRET H53702

TGFB1-induced anti-apoplotic factor 1 AA446222
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Probability

Rozdeéeleni do skupin a
progndéza vyvoje onemocneni

A 5 tumor subtypes (based upon Fig 1) B 5 tumor subtypes (based upon Fig 1)

19 1
0.8 0.8 L I
p<0.01 2
06 :‘E' 0.6 oM ®
-g p<0.01
l x X m X o
14 4 0.4 9 -—-l-j
» o x »
0.2 9 0.2 9 % *
0 - - - - 0 - - - -
0 24 48 72 96 0 24 48 72 06
survival months RFS

X Censored, wesm | ym A s Lum B+C, s NorB-like, s Basal sess ERBB24

Sorlie et al., PNAS 98: 10869-10874, 2001.
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Verejné databaze microarray dat

ArrayExpress

ChipDB

ExpressDB

Gene Expression Atlas

Gene Expression Database (GXD)

Gene Expression Omnibus (GEO)

GeneX

GermOnline

Human Gene Expression Index (HUGE Index)
List Of Lists Annotated (LOLA)

M-CHIiPS (Multi-Conditional Hybridization Intensity Processing System)
MUSC DNA Microarray Database

NASCArrays

Oncomine

Public Expression Profiling Resource (PEPR)
READ (RIKEN cDNA Expression Array Database)
Rice Expression Database (RED)

RNA Abundance Database (RAD)
Saccharomyces Genome Database (SGD): Expression Connection
SGMD

Standford Microarray Database (SMD)

Yale Microarray Database

yeast Microarray Global Viewer (yYMGV)



Pouziti microarrays ke studiu DNA

Komparativni genomicka hybridizace
BAC arrays
oligo arrays
SNP arrays
tilling arrays (BAC a oligonukleotidy)
exon-specific arrays
(drive i cDNA arrays pouzivané pro expresi)
Genotypovani
SNP arrays
Sekvenovani
Re-Sequencing arrays
ChlIP-Chip exprerimenty
tilling arrays (oligonukleotidy)



Komparativni genomicka hybridizace (CGH)

molekularne cytogeneticka metoda, ktera slouzi k analyze zmen
obsahu DNA v zivych organismech

(delece, zisk, amplifikace ruznych oblasti genomu)
porovnavani intenzity fluorescence zkoumaneho vzorku DNA a

normalniho diploidniho vzorku DNA v ruznych mistech
genomu



Komparativni genomicka hybridizace (CGH)

Reference DNA Test DNA
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Human Cot-1 DNA rs
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Blocking of repeats Lﬁj@?ﬁ% i
Hybridization = g & A 3
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Detection and quantitation ~ [<

of fluorescent signals
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Analysis

Mantripragada et al. Trends in Genetics 2003



Komparativni genomicka hybridizace (CGH)

metafazni chromozomy
- darce s normalnim
diploidnim karyotypem

DNA:
cy3
zkoumany vzorek

rozliseni ~ 20MB
From Szuhai K. presentation: Determination of Genomic Imbalances by
Genome-wide Screening Approaches



Komparativni genomicka hybridizace (CGH)

From Szuhai K. presentation: Determination of Genomic Imbalances by
Genome-wide Screening Approaches



Komparativni genomicka hybridizace (CGH)
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From Szuhai K. presentation: Determination of Genomic Imbalances by
Genome-wide Screening Approaches



»2Array“ komparativni genomicka hybridizace
(Array CGH)

chromozomy nahrazeny body na mikroskopickém sklicku,
které obsahuji specifické DNA sekvence



Typy sond natistéenych na microarray sklicku

BAC klony az 32 000 BAC klonu na jednom skli¢ku
~ 160 kb dlouhé useky DNA

Oligonukleotidy 25 — 80 bazi dlouhé oligonukleotidy

mohou pokryvat i cely genom (repetitivni
sekvence jsou vynechany)

zname polohu a poradi vSech sond v lidském genomu



Array CGH s pouzitim BAC klonu

Log,Rat = Log, R/G

Log,Rat =0 2 kopie Log2Rat =-1 1 kopie (“loss™)
Log,Rat =0.5 3 kopie (“gain”) Log2Rat < -1 homozygotni delece
Log,Rat =1 4 kopie (“gain”)

Log2Rat =2 8 kopii (“amplification”)

S <

1 4

;
i
|
|

Genome order

2464 BAC klont UCSF HumArray3.1



Array CGH - oligonukleotidy (NimbleGen)

: A ‘
f 6-kb median

o MW probe spacing
3 T v L T T ' = I " T T T ¥ T
0 DOy M JUO U 0 ER R LI 2RO

Selzer RR et al. Genes Chromosomes Cancer, 2005



SNPs

SNP = single nucleotide polymorphism

jednonukleotidove variace, ktere jsou nahodne rozmistény v
genomu (bodové mutace rozSifené v populaci)

nukleotidova variace, ktera se vyskytuje alespon u 1% jedincu v
populaci

predpokladany poCet SNPs: 10 milionu

vyskyt specifickych SNP spojen s predispozici k urCitym chorobam



SNP Arrays — probe design (Affymetrix)

SNP site
Genomic DNA

ATGCAACGTCACGTTCéTGTCATTCGAGT
Probe Quartet at SNP site

PMA TACGTTGCAGTGCAA lT ACAGTAAGCTCA

MMA TACGTTGCAGTGCAAG A ACAGTAAGCTCA
PMB TACGTTGCAGTGCAAGIGACAGTAAGCTCA
MMB TACGTTGCAGTGCAAG C ACAGTAAGCTCA

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



SNP Arrays — probe design

-4 -2 -1 0 1 4
PMA; |PMA, |PMA; |[PMA; |PMA; |PMA,
MMA, | MMA, |MMA; |MMA, |MMA; [ MMA4
PMB; |PMB, |PMB; |[PMB; |PMBs |PMBs
MMB4 MMB, MMBj, MMB, MMB5 | MMBg

Sample 1 Sample 2

From Xiao Y. presentation: Exploration and Analysis of Affymetrix SNP Arrays. Center for

12 3 4 5 6

12 3 4 5 6

Arrays DIG;
Quartets
10K 14
100K 10
500K 6
Sample 3

172 3 4 5 6

Bioinformatics & Molecular Biostatistics, UCSF Division of Biostatistics



SNP arrays X expression arrays

SNP Expression

Genomic DNA refer:nce sequence 5 mRNA reference sequence 31

— P f————————

. Dispersed, 3’ biased = =
Tiling P

Quartet Probeset

PMA GCAGTGCAAG T ACAGTAAGCTCA ...TCGTCTGTATCACAGACACAAAGTTGACTG...
MMA TTGCAGTGCAAG A ACAGTAAGCTCA PM CAGACATAGTGTCTGTGTTTCAACT
PMB TTGCAGTGCAAG G ACAGTAAGCTCA MM CAGACATAGTGTGTGTGTTTCAACT

MMB TTGCAGTGCAAG C ACAGTAAGCTCA

PMA |
MMA

PMB
MMB

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



SNP Arrays - APEX technologie

APEX = Arrayed Primer Extension

/ PCR with ~20% dUTPl

UNG and SAP treatment |

DNA from Client

DNA (PCR product ~100-1000 bp)

amcen e e s
ORISR PR RO DNA ~20-25 bp

m
i 4§

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




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

a SNPs
Chromosome 1
Chromosome 2

Chromosome 3
Chromosome 4

b Haplotypes

¢ Tag SNPs

SNP
v

AACACGCCA....
AACACGCCA....
AACATGCCA....
AACACGCCA....

SNP
v

TTCGGGGTC....
TTCGAGGTC....
TTCGGGGTC....
TTCGEGGTC....

SNP

v

AGTCGACCG....
AGTCA ACCG....
AGTCA ACCG....

AGTCCACCG....

e
/

Haplotype1 CTCAAAGTACGGTTCAGGCA
Haplotype2 TTGATTGCGCAACAGTAATA
Haplotype3 CCCGATCTGTGATACTGGTG

Haplotype 4

Q\> <«

O\= <«

O\NO <«

SNPs, které jsou na DNA
blizko sebe se také
spolecné dédi a urcuji
haplotyp dané skupiny lidi

,L1ag” SNPs odliSuji dané haplotypy



HapMap projekt

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

HapMap kolekce lidské DNA 270 vzorkda DNA

populace: Nigerie 30 trojic vzorkl (matka, otec, dité)
Japonsko 45 nepfibuznych vzorku
Cina 45 nepfibuznych vzorku
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 pacientt  bipolar disorder (1 SNP)
, 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 < 5x10°7

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.



Odchylky od referencniho genomu vetsi nez 1kb

jeste v roce 2003 se myslelo, ze vétSina ,zdravych” lidi se od
referenCniho genomu liSi velmi nepatrné (SNPs, mikrosatelity)

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



Copy number variation

DNA segment (vétSinou vétSi nez 1 kb), ktery se u daného jedince
vyskytuje v jiném poctu kopii nez v referencnim lidském genomu

existuje mnoho takovych oblasti v genomu (fadove tisice)

“Database of Genomic Variants”
http://projects.tcaqg.cal/variation/

Copy number polymorphism — vyskyt u vice nez 1% jedinct dané populace

Vyuziti HapMap kolekce ke studiu copy number variant
vSichni jedinci v této kolekci byli zdravi, presto se naslo velké mnozstvi oblasti
DNA (12% genomu), které se u téchto lidi nachazeji v rGzném poctu kopii


http://projects.tcag.ca/variation/

Copy number variation

hledani fenotypovych projevi CNV (,neSkodna“ genomova
varianta nebo pfi€ina nemoci???)

CNV: pathogenic x benign x unknown clinical significance

vrozenych genetickych poruch (mentalni opozdénost, vyvojové
odchylky)



Chromatin ImmunoPrecipitation on chip
ChIP-Chip

e
«C
Add formaldehyde and l
sonicate DNA to ~1kb
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Nalezeni vazebného mista

256 kb oblast 1p32 pokryta prekryvajicimi se PCR produkty (~400 bp)
protilatka: trimethylace histonu H3 Lys4
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Carter and Vetrie 2004 Human Mol Genet



