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Predgovor

Spoedtovan,

Dobrodosli, sedaj ze lahko reCemo, na tradicionalnem 4. MiniSimpoziju, ki ga organizira nas
laboratorij. Teme, o katerih Zelimo govoriti na teh dogodkih, so teme vezane na usmeritve
naSega laboratorija in za katere hkrati upamo, da obrodijo morebitno sodelovanje z vami.
Za letos smo si izbrali naslov: Proteinske pore, sekvenciranje in bioinformatika. K izbiri
letosSnje tematike nas je nenazadnje navedlo tudi nase uspesno sodelovanje s podjetjem
Oxford Nanopores, v katerem uspesno zdruzujemo delo na proteinih, ki tvorijo pore in
sekvenciranje.

Namen simpozija je izmenjati izkuSnje, ki jih imamo z razlicnimi modernimi pristopi
dolocanja nukleotidnih zaporedij in njihovo analizo v slovenskem prostoru. Zanimajo nas
izzivi, s katerimi ste se ubadali in metode uspesno resenih primerov. Poslusali bom Sestnajst
krajsih (15 - 20 min) predavanj v slovenskem jeziku.

Zelimo vam prijetno poslu$anje v upanju, da se vam porodi ¢im veé resitev za vsakdanje
izzive, ki vam jih ponuja delo z mnoZicami nukleotidnih zaporedij.

dr. Nada Rnadesee o, dh. Gregon Andertul

Pretekli dogodki:
1. MiniSimpozij 2012
PLANT-PATHOGEN INTERACTIONS
Velika predavalnica, Kemijski institut, Liubljana, 16. 2. 2012

http://www.ki.si/vede-o-zivljenju/I11-laboratorij-za-molekularno-biologijo-in-nanobiotehnologijo/dogodki/mini-
simpozij-ljubljana-2012/

2. MiniSimpozij 2013
INTERAKCIJE MED PROTEINI IN MEMBRANAMI
Morska bioloska postaja, Piran, 6. 9. 2013

(http://www.ki.si/vede-o-zivljenju/l11-laboratorij-za-molekularno-biologijo-in-nanobiotehnologijo/mini-simpozij-

piran-2013/)

3. MiniSimpozij 2014
MOLEKULSKE INTERAKCHE in
Deset let Infrastrukturnega centra za raziskave molekulskih interakcij

Predavalnica A4, Oddelek za agronomijo, Biotehniska fakulteta, Univerza v Ljubljani
3.12. 2014

(http://www.ki.si/vede-o-zivljenju/l11-laboratorij-za-molekularno-biologijo-in-nanobiotehnologijo/mini-simpozij-

liubljana-2014/)
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Laboratorij za molekularno biologijo
in nanobiotehnologijo L-11

Izvajamo vrhunske raziskave bioloskih procesov s poudarkom na razumevanju delovanja
proteinov in molekulskih interakcij. Ustvarjamo nova temeljna znanja in uvajamo moderne
metodologije na podro¢ju ved o Zivljenju. Razvijamo aplikacije za reSevanje aktualnih
problemov na podroc¢ju farmacije in biotehnologije, s poudarkom na razvoju bioloskih
zdravil. Oddelek vodi prof. dr. Gregor Anderluh.
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Uporaba sekvenciranja naslednje generacije v virologiji

Denis Kutnjakl'z, lon Gutierrez-Aguirrel, Maja Ravnikar'

denis.kutnjak@nib.si

! 0ddelek za biotehnologijo in sistemsko biologijo, Nacionalni inititut za biologijo, Ljubljana
? Mednarodna podiplomska 3ola Jozefa Stefana, Ljubljana

Sekvenciranje naslednje generacije (NGS) je v zadnjih letih omogocilo velik preboj na
podrocju virologije. Predstavlja netar¢no visoko zmogljivo metodo za studije nukleotidnih
zaporedij virusov in s tem odpira Se pred kratkim nepredstavljive mozZnosti za odkrivanje
novih virusov in Studije njihove raznolikosti. Pri tem eno izmed najvecjih preprek predstavlja
nizka koncentracija virusnih nukleinskih kislin v ozadju gostiteljevih, zato je priprava vzorcev
z namenom obogatitve virusnih nukleinskih kislin bistvenega pomena. To tezavo smo
uspesno resili z novimi metodoloskimi pristopi, ki se razlikujejo glede na vzorec: od uporabe
koncentriranja virusov do sekvenciranja malih RNA. V predavanju bo na primerih iz nasega
raziskovalnega dela predstavljena uporaba NGS za odkrivanje novih genotipov virusov [1,2],
primerjava metod za podroben Studij raznolikosti virusnih populacij znotraj gostitelja [3] in
uporaba NGS za virusno okoljsko metagenomiko. V zadnjem delu predavanja bodo na
kratko predstavljeni tudi naSi prvi koraki s tehnologijo sekvenciranja z nanoporami na
napravi Minlon.

[1] Steyer A et al. (2013) Journal of clinical microbiology 51(11): 3818-3825.
[2] Kutnjak D et al. (2014) Virus Research 191: 45-50.
[3] Kutnjak D et al. (2015) Journal of virology 89(9):4760-4769.

s
SUR [

[

Slika je povzeta iz [3].
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Ugotavljanje specificnosti vezave perfringolizina O na lipidne membrane s
pomocjo sekvenciranja z nano poro.
Nace Kranjcl, Neza Omerzal, Aleksandra §akanoviél, Gregor Anderluh®

nace.kranjc@gmail.com

! Kemijski institut, Ljubljana

Perfringolizin O spada v druZino od holesterola odvisnih citolizinov (CDC) in tvori pore v
membrani celice. CDC so proteini, sestavljeni iz Stirih domen. Na membrano se specificno
vezejo z najbolj ohranjeno 4. domeno. Specificnost vezave lahko preucujemo s
predstavitvijo knjiznice razlicnih variant 4. domene na ribosomih. Razli¢na zaporedja, ki
omogocijo specificno vezavo na membrano, smo analizirali z dolo¢anjem nukleotidnega
zaporedja z napravo MinlON. Metoda temelji na principu prehajanja enoverizne DNA
molekule skozi nano poro v membrani. Pri tem prehajanju lahko dolo¢imo nukleotidno
zaporedje DNA molekule [1].

V predavanju bodo izpostavljene prednosti in slabosti metode ter predstavitev analize
pridobljenih sekvencnih podatkov na primeru 4. domene perfringolizina O, ki so bili
uporabljeni tudi za magistrsko nalogo v Laboratoriju za molekularno biologijo in
nanobiotehnologijo na Kemijskem institutu.

[1] Schneider G. F., Dekker C. (2012) DNA sequencing with nanopores. Nature
biotechnology, 30(4):326-328.

Slika je povzeta iz [1].



Naslednja generacja sekveniranja - lon Torrent tehnologija in 16S rRNA
metagenomika
Natasa Toplakl, Simon Korenl, Minka Kovag®

natasa.toplak@omega.si

! Omega d.o.o0., Dolinskova 8, 1000 Ljubljana

Metagenomika raziskuje genski material vseh organizmov, prisotnih v nekem ekosistemu, s
pomocjo sodobnih genetskih tehnik. Gre za proucevanje mikroorganizmov neposredno v
njihovih naravnih okoljih, brez potrebe po izolaciji in laboratorijskemu gojenju posameznih
vrst. Moderna molekularna tehnika imenovana naslednja generacija sekveniranja (next
generation sequencing), je Se posebej prispevala k razmahu metagenomike.

V nasi Studiji smo se lotili preliminarne analize mikroorganizmov v §tirih nakljuéno izbranih
gospodinjskih pomivalnih strojih, pri cemer smo izhajali iz Ze objavljene Studije [1]. Izolirali
smo DNA iz oblog na tesnilih pomivalnih strojev in z multipleks reakcijo PCR pomnoZili
sedem hipervariabilnih regij 16S rRNA gena. Po pripravi knjiZznic smo s pomocjo instrumenta
lon Torrent PGM izvedli masivno sekveniranje in natan¢no obdelavo dobljenih nukleotidnih
zaporedij v programu lon Reporter.

V predavanju bodo izpostavljene prednosti uporabljene metode pred klasi¢nim
metagenomskim pristopom, prikazali bomo potek dela in priprave vzorcev, analizo
podatkov naslednje generacije sekveniranja in razlike med testiranimi gospodinjskimi
pralnimi stroji.

[1] zalar, P., Novak, M., de Hoog, G.S., and Gunde-Cimerman, N. (2011). Dishwashers--a
man-made ecological niche accommodating human opportunistic fungal pathogens. Fungal
Biol. 115, 997-1007

Primer konéne analize bakterijske zdruzbe v enem izmed testiranih pomivalnih strojih.
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Dolocanje nukleotidnih zaporedij majhnih nekodirajoc¢ih RNA in njihova uporaba
v genomiki
Jernej Jak§el, Tine Pokornl, Sebastjan Radi§ek2, Taja Jeseni(:nikl, Branka Javornik®

jernej.jakse@bf.uni-lj.si

Katedra za genetiko, biotehnologijo, statistiko in Zlahtnjenje rastlin, Oddelek za
agronomijo, Biotehniska fakulteta, Univerza v Ljubljani
*0ddelek za varstvo rastlin, Intitut za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije

Z razvojem tehnik naslednjih generacij doloCevanja nukleotidnih zaporedij (NGS) smo
raziskovalci dobili neprecenljivo orodje, ki omogoca preucevanje malih nekodirajo¢ih RNA
molekul na ravni genoma z visoko globino dolocevanja. Zaradi dejstva, da so te molekule
kratke, so Ze prve platforme NGS omogocile njihove Studije.

V prispevku bomo predstavili tri aplikacije uporabe zaporedij malih nekodirajo¢ih RNA iz
nasega laboratorija, njihove posebnosti in biocinformatske pristope, ki smo jih uporabili pri
analizi.

Prva aplikacija je s podrocja rastlinske patologije. Znano je, da rastlinski obrambni odziv na
virusne in viroidne parazite vkljuuje uporabo nekaterih elementov biogeneze malih RNA.
Kot produkt te obrambe nastanejo v celicah od patogena pridobljene specificne male RNA.
Doloc¢evanje nukleotidnih zaporedij le-teh s postopki NGS nam omogoca rekonstrukcijo
genoma patogen z mapiranjem ali de-novo postopkom. S tema postopkoma smo s pomocjo
uporabe lllumina tehnologije potrdili prisotnost novega nevarnega viroida razpokanosti
skorje agrumov (CBCVd) v slovenskih hmeljisc¢ih. Drug primer uporabe kratkih sekvencnih
odcitkov je identifikacija endogenih rastlinskih mikro RNA genov (miRNA) na nivoju genoma,
kar nam je omogocila nedavna objava hmeljnega genoma. Zadnji primer poizkusa, ki smo ga
nedavno priceli izvajati na katedri, pa je identifikacija endogenih glivnih miRNA genov
(miRNA) in malih interferencnih RNA. Sekvencne odcitke smo pridobili s pomocjo platforme
lon Proton, ki je trenutno najhitrejSi NGS sekvenator na trZiscu.
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Odkrivanje velikega Stevila molekularnih markerjev pri rastlinah na osnovi
genotipizacije s sekvenciranjem (GBS)
Nata3a Stajner’, Jernej Jak3e®, Blaz Skrlj*, Branka Javornik®

natasa.stajner@bf.uni-lj.si

! Katedra za genetiko, biotehnologijo, statistiko in Zlahtnjenje rastlin, Oddelek za

agronomijo, Biotehniska fakulteta, Univerza v Ljubljani

Genotipizacija s sekvenciranjem (GBS) je tehnika, ki omogoca generiranje velikega Stevila
markerjev in je uporabna tako za odkrivanje in identifikacijo novih polimorfizmov kot tudi za
analizo predhodno doloéenih polimorfizmov/markerjev (taréno resekvenciranje). Pristop pri
katerem zmanjSamo velikost in kompleksnost genoma na osnovi razreza z restrikcijskimi
encimi se uporablja v primeru, da nimamo definiranih polimorfizmov oz. znane sekvence
genoma, nasprotno pa lahko v primeru, da so polimorfizmi ali genom za vrsto poznani,
uporabimo GBS razli¢ico obogatitve v procesu PCR, t.i. AmpliSeq tehnologijo, ki omogoca,
da pomnoZimo tudi do 6,000 lokusov hkrati (multipleks reakcije). Do pred nedavnim se je
metoda GBS vecinoma izvajala na napravah lllumina, danes pa Ze obstajajo protokoli
uporabni za polprevodne, ne-opti¢ne naprave kot sta lon PGM in lon Proton, ki omogocajo
hkratno sekvenciranje ve¢ milijonov podatkovnih tock na dan, v 2-4 urah in pri izredno veliki
natancnosti. V prispevku bomo predstavili aplikacijo uporabe GBS/Ampli-seq na dostopnih
transkriptomskih podatkih hmelja. Na osnovi mapiranja transkriptomskih podatkov, ki so na
voljo za pet razlicnih kultivarjev hmelja, smo tako pri petih genotipih odkrili 13,000
polimorfizmov, od tega je 6,669 polimorfizmov (ve¢inoma SNP) prisotnih hkrati pri vseh
genotipih in tako uporabnih za obsirne Studije genotipizacije hmelja. Z vzpostavitvijo
dodatnega kriterija - da so vsi polimorfizmi heterozigotni, pa pricakujemo, da bodo
segregirali v populaciji in bodo tako uporabni za Studije kartiranja. Za 25 polimorfizmov smo
izdelali zacetne oligonukleotide in s Sangerjevim doloCevanjem nukleotidnega zaporedja
preverili prisotnost in-silico dolo¢enih polimorfizmov in uporabnost za kartiranje.

Sobg,
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Pasti identifikacije vzrocnih genov poligenskih lastnosti

v evl
Uros Petrovic

uros.petrovic@ijs.si

! Odsek za molekularne in biomedicinske znanosti, Institut »Jozef Stefanc, Ljubljana

Velika vecina lastnosti Zivih bitij je poligenskih. Nedavni razvoj na podrocju sekvenciranja
DNA je omogocil, da lahko vsaj za nekatere modelne organizme dolocimo celoten nabor
vzroCnih genov za posamezno lastnost [1]. Identifikacija le-teh za celoten fenom bi
omogocila Se nikoli viden natancen vpogled v nacine, kako je fenotip dolocen z genotipom.
Kljuéno vlogo bo pri tem igrala tudi natancnost doloc¢anja zaporedja genoma mnogih celic z
zelo podobnim genotipom.

V predavanju bodo predstavljene ovire, ki stojijo na poti tehnikam za identifikacijo vzro¢nih
genov poligenskih lastnosti, vklju¢no z vprasanjem, kako natancno je sploh mogoce dolociti
genotip kot osnovo dolocenega fenotipa [2]. Predstavljene bodo tudi mozZne reSitve
nekaterih predstavljenih problemov.

[1] Bloom JS et al. (2013) Finding the sources of missing heritability in a yeast cross. Nature.
494(7436):234.

[2] Strippoli P et al. (2005) Uncertainty principle of genetic information in a living cell.
Theoretical Biology and Medical Modelling. 2(1):40

Metode za sekvenciranje

Neposredne

Posredne

[
dejanski genom l ?

izmerjen genom

dejanski fenom izmerjen fenom
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Kvasovke rodu Aureobasidium: prednosti dolo¢anja genomskih zaporedij
sorodnih vrst
Janja Zajcl, Cene Gostint“:arl, Martina Turkl, Polona Zalarl, Nina Gunde-Cimerman’

janja.zajc@bf.uni-lj.si

! Katedra za molekularno genetiko in biologijo mikroorganizmov, Oddelek za biologijo,
BiotehniSka fakulteta, Univerza v Ljubljani
? Center odli¢nosti za integrirane pristope v kemiji in biologiji proteinov (CIPKeBiP)

Crne kvasovke rodu Aureobasidium (Dothideales) so zanimive za $tudij zaradi njihove
uporabe v biotehnologiji (produkcija pululana, encimov in antimikrobnih snovi) in v
biokontroli rastlinskih patogenov pred in po Zetvi. Predstavniki tega rodu so tolerantni na
razlicne strese, kot je pomanjkanje hranil, visoka slanost, kisel in bazi¢en pH ter visoke in
nizke temperature, kar Se povecuje moznosti njihove uporabe. Poleg Siroke uporabnosti pa
se je potrebno zavedati tudi potencialne nevarnosti nekaterih oportunisti¢cno patogenih
predstavnikov.

Doloditev celotnega genomskega zaporedja z napravo lllumina HiSeq je razkrilo celoten
repertoar biotehnolosko zanimivih genov in ponudilo Stevilne nadaljnje moznosti izrabe,
poleg tega pa dalo vpogled v njihov mehanizem tolerance na stres, raznolik Zivljenjski slog in
patogeni potencial. V predavanju bomo predstavili nekatera spoznanja, do katerih je
privedla primerjava genomov sorodnih kvasovk in izpostavili prednosti, ki jih prinasajo
taksni podatki [1].

[1] Gostincar, C., Ohm, R., Kogej, T., Sonjak, S., Turk, M., Zajc, J., Zalar, P., Grube, M., Sun,
H., Han, J., Sharma, A., Chiniquy, J., Ngan, C., Lipzen, A., Barry, K., Grigoriev, |., and Gunde-
Cimerman, N. (2014). Genome sequencing of four Aureobasidium pullulans varieties:
biotechnological potential, stress tolerance, and description of new species. BMC Genomics
15, 549. doi: 10.1186/1471-2164-15-549.

15% NaCl ApP ApS ApN ApM

4/25/30°C Coverage 172.5x  814x  138.7x 140.2x

var. pullulans

Genome assembly size (Mb) 29.62 25.80 25.43 26.20

10% NaCl
Number of scaffolds 186 75 47 150

4/25/25°C % of scaffold length in gaps 01%  00%  00%  0.0%

S
3
g
S
3
8
g

CDS total length (% of genome) 53,39% 56,89% 54,82% 53,90%
10% NaCl

§ Gene models (n) 11866 10809 10266 10594

£ 10/25/30°C

= Gene average lenght (bp) 1629 1643 1487 1458
Exons per gene (average 2.84 2.51 2.59 2.54

5 10% NaCl per gene (average)

g GC content (%) 5002 5078 5112  49.85

§ 10/30/35°C

g Repeat content (%) 1.45 0.87 0.78 0.97

Slika 1. Slike kultur izbranih varietet Aureobasidium pullulans, slanostne in temperaturne
meje rasti in tabela genomskih podatkov. Povzeto iz [1].
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Dolocitev nukleotidnega zaporedja glive s podvojenim genomom — primer ¢rne
kvasovke Hortaea werneckii
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Sadowski4, Ana Plemenita§2, Nina Gunde-Cimerman™”
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Biotehniska fakulteta, Univerza v Ljubljani

? Inititut za biokemijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani

3 Department of Pharmaceutical Sciences, University of British Columbia

4 Biochemistry and Molecular Biology, University of British Columbia

> Center odli¢nosti za integrirane pristope v kemiji in biologiji proteinov (CIPKeBiP)

Ekstremno halotolerantna ¢rna kvasovka Hortaea werneckii za rast ne potrebuje dodatne
soli v gojis¢u, obenem pa lahko preZivi in se razmnoZzuje tudi pri koncentracijah NaCl, ki so
blizu nasi¢enja. Izjemno visoka je tudi njena toleranca na druge soli v okolju, npr. razlicne
soli magnezija. Vendar je odkrivanje halotoleranénih mehanizmov H. werneckii pocasno in
tezavno. Genomsko zaporedje je bilo dolgo neznano, molekularnobioloskih metod, razvitih
za druge organizme, pa najveckrat pri tej glivi ni mogoce neposredno uporabiti.

Dolocitev celotnega genomskega zaporedja z napravo lllumina GAllx bo nadaljnje delo
bistveno olajsala. A pri doloCanju zaporedja smo naleteli na novo teZavo: podvojitev
celotnega genoma [1]. V predavanju se bomo posvetili posledicam, ki jih je ta podvojitev
imela na uspesnost dolocitve genomskega zaporedja in nadaljnje bioinformatsko delo z
genomom, spregovorili pa bomo tudi o mozinih resitvah posledi¢nih tezav v obliki
alternativnih metod doloc¢evanja nukleotidnih zaporedij.

[1] Lenassi M, Gostincar C et al. Whole genome duplication and enrichment of metal cation
transporters revealed by de novo genome sequencing of extremely halotolerant black yeast
Hortaea werneckii. PLoS ONE. 2013;8(8):e71328.
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Slika 1. Delez proteinov, ki so v genomih vrst H. werneckii, S. cerevisiae in M. graminicola prisotne v

eni, dveh, treh ali stirih kopijah. Slika je povzeta iz [1].
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Problem shranjevanja, upravljanja in analize podatkov iz visokozmogljivostnih
tehnologij
Kristina Marton’, Vasja Progarl, Branka Javornik® in Sabina Berne'

sabina.berne@bf.uni-lj.si

! 0ddelek za agronomijo, Biotehniska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Jamnikarjeva 101,
Ljubljana, Slovenija

Pri raziskavah molekularnih mehanizmov patogeneze glive Verticillium nonalfalfae, ki
povzroca veliko gospodarsko Skodo v nasadih hmelja, smo z uporabo sodobnih
visokozmogljivostnih tehnologij pridobili veliko koli¢ino eksperimentalnih podatkov. Velik
problem predstavlja njihovo shranjevanje, upravljanje in distribucija med razlicnimi
uporabniki. Predvsem pa je teZavna interpretacija tako obseznih podatkov pri reSevanju
specifitnega bioloSkega problema.

V predavanju bomo predstavili reSitev v obliki spletne platforme GenCloud, ki nam je poleg
shranjevanja podatkov v oblaku in preprostega dostopanja do njih, omogocila tudi
postavitev spletne aplikacije za verizno obdelavo podatkov z razli¢cnimi bioinformati¢nimi
pristopi. Tako smo najprej okarakterizirali in funkcijsko anotirali genska zaporedja
fitopatogene glive. V nadaljevanju smo in silico dolocili glivni sekretom, ki verjetno zajema
virulentne dejavnike (toksine, efektorje in encime), s katerimi gliva nadzoruje imunski odziv
rastline in se uspesno Siri. Na koncu smo biolosko vlogo izbranih glivnih efektorjev preverili z
analizo izraZzanja v rastlinah hmelja ter s testom patogenosti mutant glive z izbitimi efektor;ji.

FVRraa

LN

. e

s \/isokozmogljivostne r.JGenCloud\ X‘)
tehnologije @ )

Aplikativnost Spletna
rezultatov aplikacija
raziskav “OmicTegra”

4298 Cante Resitev

P T— specifi¢cnega e, T e
bioloskega
problema

Slika. Uporabnost bioinformaticnih pristopov pri resevanju specifi¢nih bioloskih vprasan;j.
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kompExpress: Interaktivna spletna aplikacija za raziskovanje transkriptomskih
podatkov
Klemen Hrovatl, Miha §tajdoharl'2, Janez Koko§ar1’2, Luka Jeranl, Rui Chen’

klemen@genialis.com

! Genialis, d.o.o0., Ljubljana, Slovenija
2 Baylor College of Medicine, Houston, Texas, USA

Sodobne interaktivne spletne aplikacije omogocajo enostaven dostop in brskanje po zbirkah
bioloskih podatkov. Uporabniku lahko bistveno olajsajo prepoznavo in iskanje zanimivih
vzorcev v podatkih [1,2].

V predavanju bomo predstavili primer tovrstne aplikacije imenovane kompExpress [3].
Aplikacija kompExpress je bila razvita za potrebe podatkovne analitike transkriptomskih
podatkov pridobljenih v okviru aktivnosti projektov KOMP (Knockout Mouse Project) in
IMPC (International Mouse Phenotyping Consortium). kompExpress omogoca vizualno
primerjavo izrazenosti genov v razli¢nih linijah misi ter interaktivno iskanje skupin sorodnih
vzorcev. Analiza obogatenosti pojmov genske ontologije in iskanje diferencialno izrazenih
genov se prozita dinamicno in v realnem casu neposredno iz uporabniskega vmesnika.
Omogocena je povezava na zunanje podatkovne baze ter prikaz podatkov iz zunanjih virov
(Allen Brain Atlas). Analiti¢ni del aplikacije je podprt s sodobnim podatkovnim sistemom, ki
uporabnika na enostaven nacin pripelje od surovih podatkov do podatkov, pripravljenih za
nadaljnjo analizo.

[1] Rot, Gregor, et al. (2009) dictyExpress: a Dictyostelium discoideum gene expression
database with an explorative data analysis web-based interface. BMC bioinformatics, 10.1:
265.

[2] www.dictyexpress.org

[3] www.kompexpress.org
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RNA-Seq za Studij interakcij med rastlino in skodljivci na molekularnem nivoju

Kristina Gruden®

kristina.gruden@nib.si

! Nacionalni inititut za biologijo, Ljubljana

Netarcna analiza sprememb v transkriptomu je moc¢no orodje v razumevanju interakcij med
organizmi, nastanku bolezni ali simbiotskih interakcij. V Studijah na nasem oddelku se
specificno posveCamo Studiju bolezni rastlin, osredotoCeni smo na krompir in njegove
ekonomsko najbolj pomembne patogene in Skodljivce. Do razvoja tehnologij naslednje
generacije sekvenciranja smo za netar¢no analizo transkripcijskega odziva uporabljali DNA-
mikromreze, sedaj je primarna metoda za ta namen RNA-Seq. Predstavljene bodo
prednosti/slabosti razlicnih pristopov, moznost primerjanja rezultatov pridobljenih z
razlicnimi tehnologijami ter nacini za potrjevanje rezultatov z neodvisnimi metodami.
Rezultati bodo predstavljeni na primeru tristrane interakcije med krompirjem, krompirjevim
virusom Y in koloradskim hrosc¢em [1].

[1] Petek et al. (2014) Potato Virus Y infection hinders potato defence response and renders
plants more vulnerable to Colorado potato beetle attack. Mol. Ecol. 23,5378-5391

cv. 'Igor’ plants cv. ‘Désirée’ plants
MapMan bin description Elements in bin Healthy PVYN™ infected Nontransgenic coil
Cell wall 364
Photosynthesis 247
Phenylpropanoids/lignin biosynthesis 73
Proteinase inhibitors 57
Amino acid synthesis /aromatic 47
Auxin response transcription factors 21
Gibberellin-regulated genes 14

Tabela je povzeta iz [1].
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Primer uporabe AmpliSeq tehnike za dolocanje sprememb v tar¢nih delih genoma
in analiza njihovega vpliva na proteinskem nivoju
Simon Korenl, Natasa Toplakl, Minka Kovag®

simon.koren@omega.si

! Omega d.0.0., Dolinikova 8, 1000 Ljubljana

Tehnologije naslednje generacije sekveniranja (NGS) so omogocile izvedbo obseznih
genetskih studij in pridobivanje velikih koli¢in podatkov v zelo kratkem casu. Pri tem pa se
mnogi raziskovalci soo¢amo s teZzavami obdelovanja mnozice informacij in iskanja tistih
kljuénih podatkov, ki so biolosko relevantni za problem, ki ga preucujemo.

V predavanju bomo predstavili AmpliSeq tehniko za lon Torrent tehnologijo NGS, ki jo
uporabljamo za zelo enostavno in hitro analizo izbranih delov genoma z uporabo visoko
multipleksiranega PCR. Na prakticnem primeru bomo prikazali postopek analize s
programsko opremo lon Reporter, ki omogoca zelo hitro in napredno filtriranje rezultatov,
ugotavljanje ucinkov variant na proteinskem nivoju ter povezavo s Stevilnimi anotiranimi
bazami podatkov, kar izrazito poenostavi iskanje biolosko relevantnih variant v vzorcu.

@ Analysis Results Back = Downlead ~ B Send to Report Role VL ACRAl Generate Report
Analysis Name: proband To learn mare about reviewing your results, visit the help guide.
Summar) Functional Population Ontologies Pharmacogenomics ac Search - N
v - " o o Filter Options x

Coding Amine Acid Change Variant Effect PhyloP SIFT Grantham  PolyPhen PFAM Variants

= Filtered In Variants (28)
€.1365T=G p His455Gin missense 0.22 029 240 0.022 lon channel ._(3) « Hidden Variants (0
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Samples
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Al =
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Screenshot from the lon Reporter software showing one of the views used for functional
analysis
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Sekvenciranje transkriptoma pigmentnih celic kot orodje za odkrivanje
molekularnih mehanizmov marmoriranega vzorca na kozi sosSke postrvi
Ida Djurdjeviél, Tomasz Furmanekz, Simona Susnik Bajec1

ida.djurdjevic@bf.uni-lj.si

! Katedra za genetiko, animalno biotehnologijo in imunologijo, Oddelek za zootehniko,
Biotehniska fakulteta, Univerza v Ljubljani
? |nstitute of Marine Research, Bergen, Norway

Obarvanost je pri Zivalih pomembna lastnost, ki igra vlogo pri izbiri partnerja, obrambi pred
predatorji, itd. V primerjavi s sesalci imajo ribe v koZi vec tipov pigmentnih celic in tudi zato
izrazajo izjemno raznolikost barv in vzorcev. Na koZi soSke postrvi je tako prisoten zanimiv
marmoriran vzorec, ki je med postrvmi zelo redek, pogosto pa se pojavlja pri drugih vrstah
rib in tudi pri sesalcih. Z namenom odkritja molekularnega ozadja nastanka takega vzorca
smo iz razlicno obarvanih delov koZe izolirali RNK, ki smo jo nato sekvencirali z metodo
naslednje generacije (RNA-seq). Za primerjavo smo uporabili soski sorodno potocno postrv,
ki ima na kozi pikéast vzorec.

V predavanju bo predstavljena uporabnost metode za namene ekspresijskih Studij in pa
nekaj preliminarnih rezultatov, ki namigujejo na pomembno vlogo genov, ki kodirajo
proteine, udelezene v medceli¢ni komunikaciji, pri vzpostavitvi pigmentnega vzorca.

Slikal: A: Pigmentni vzorci na koZzi dveh primerjanih vrst - soske in poto¢ne postrvi
ter shematski prikaz vzoréenja iz kozZe. B: Gene z istim vzorcem ekspresije smo
zdruZevali s k-mean programom. C: Primerjalna analiza ekspresije genov vkljuc¢enih
v melanogenezo med razliénimi vzorci koZze (KEGG analiza).
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Transkriptom celic epitelija mlecne Zleze koze po okuzbi z Mycoplasma agalactiae

Jernej Ogorevcl, Peter Dov&'
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Mycoplasma agalactiae (MA), je eden izmed glavnih vzrokov za okuzbe mlecne Zleze
drobnice, ki povzrocajo kuzne presusitve. Za boljSe razumevanje poteka odziva gostitelja na
celiéni ravni smo vzpostavili primarno celicno kuturo epitelija mlecne Zleze (pgMEC).
Sekvenciranje mRNA smo izvedli na izolatih mRNA v treh razli¢nih ¢asovnih tockah (3 h, 12 h
in 24 h) po okuzbi (PI). Bioinformacijska analiza transkriptov je pokazala, da je okuzba
vplivala na izraZanje genov, ki so povezni z imunskim odzivom, metabolizmom steroidov,
presnovo mascobnih kislin, apoptozo, celi¢no signalizacijo, uravnavanjem transkripcije in
uravnavanjem celicnega cikla (Ogorevc in sod., 2015). Na podlagi rezultatov lahko
sklepamo, da epitelno tkivo mlecne Zleze sodeluje pri oblikovanju imunskega odgovora
predvsem preko izrazanja citokinov, aktivacijo sistema komplementa, uravnavanjem
apoptoze in z izrazanjem genov, ki sodelujejo pri sintezi antimikrobnih substanc. V raziskavi
smo skusali interpretirati transkriptomske spremembe, ki so posledica okuzbe in skusali
identificirati potencialne kandidate za boljSo odpornost epitelija mle¢ne Zleze na okuzbe z
bakterijo M. agalactiae. Poleg tega demonstrirajo rezultati te Studije tudi uporabnost
komparativnega genomskega pristopa, saj smo transkripte kozje mlecne Zleze identificirali
na osnovi genomskih podatkov goveda (Bos taurus), saj genom koze v Casu raziskave Se ni
bil na voljo.
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Genetski presejalni testi s tehnologijo NGS in skrb za javno zdravje: Slovenske
izkusnje s hiperholesterolemijo
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Kroni¢no povisan holesterol za 100x povisa verjetnost zgodnjih sréno-zZilnih zapletov.
Ugotovitve slovenske raziskave kaZejo, da pri 57% otrok s povisanim holesterolom leZi vzrok
v mutacijah znotraj genov LDLR, PCSK9, APOB ali APOE [1].

Slovenija je trenutno edina drzava na svetu, ki izvaja splodni presejalni test 5-letnikov za
holesterol. Biokemicni presejalni test je bil pred kratkim dopolnjen z usmerjenim genetskim
presejalnim testom, kar omogoca ucinkovito lo¢evanje med mono-genetskimi oblikami
hiperholesterolemije in multi-faktorskimi oblikami bolezni. Usmerjen presejalni test se
izvaja s tehnologijo sekvenciranja naslednje generacije (NGS), kar omogoca hitrejSo in
cenejso genetsko diagnostiko.

Uvedba NGS v klini¢no diagnostiko zahteva zaradi specifi¢nih lastnosti metode vzpostavitev
strogih parametrov nadzora kvalitete sekvenciranja: kvaliteta gDNA, nadzor nad postopkom
priprave NGS knjiznic, ustrezne prazne vrednosti parametrov, ki dolo¢ajo uspeSnost NGS
reakcije in postopek potrjevanja morebitnih patoloskih sprememb.

V predavanju so poleg rezultatov predstavljene nase izkuSnje z uvajanjem NGS v rutinsko
klinicno genetsko diagnostiko.

[1] Klancar et al. Universal Screening for Familial Hypercholesterolemia in Children. Journal
of the American College of Cardiology, Volume 66, Issue 11, Pages 1250-1257

Proposed Universal National Screening for Familial Hypercholesterolemia (FH) in Primary Prevention Efforts

UNIVERSAL NATIONAL SCREENING
National programmed routine examination of 5-year-old children by primary pediatricians

Does child have either:
Serum total cholesterol (TC) level of more than 6 mmol/L (231.7 mg/dLl) without family history of cardiovascular (CV) complications

or
Serum TC level of more than 5 mmol/L (193.1 mg/dl) with family history of CV complications?

? ?

REFERRAL FOR TARGETED NEXT-GENERATION SEQUENCING
Notfeusrltsher Genomic DNA sequencing and analysis from whole blood sample for detection

of variants in 4 genes associated with familial hypercholesterolemia (FH)
(the coding and promoter regions of LDLR, PCSK9, APOE genes, and part of the APOB exon 26)

' ! 1

Familial hypercholesterclemia confirmed Multifactoral Negative
Disease-causing genetic variant identified hypercholesterolemia for genetic variants
in those referred from the universal screening confirmed No disease-causing or
(Between 2009-2013, 57% of children referred for Disease-associated disease-associated
next-generation sequencing were diagnosed with FH.  genetic variant  genetic variant
Of these children, only 40.6% had a family history identified in those identified in those
of CV complications proving that family history alone referred from the referred from the
may not suffice for reliable identification of patients) universal screening universal screening
Use early diagnosis to manage and reduce risk for developing Consider additional
atherosclerosis and cardiovascular disease in early adulthood genetic analysis

Klancar, G. et al. J Am Coll Cardiol. 2015; 66(11):1250-7.
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Detekcija interakcij protein-RNA z metodo iCLIP
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Metoda iCLIP omogoca do nukleotida natanc¢no detekcijo mest vezave proteinov na RNA in
vivo [1, 2]. Metoda temelji na uporabi svetlobe UV, protiteles za izbrani RNA-vezavni
protein in na sekvenciranju. S tipicnim poskusom iCLIP detektiramo od nekaj stotiso¢ do vec
milijonov mest v transkriptomu, kjer izbrani protein vstopa v interakcijo z RNA. Tovrstne
podatke je potrebno povezati s podatki o genomskem zaporedju, strukturnih lastnostih
transkriptov, funkcijah tarénih genov, itd. V ta namen smo razvili metodo, imenovano
iONMF, za hkratno analizo vec virov podatkov [3].

V predavanju bodo opisane prednosti in omejitve metode iCLIP [1], nekaj trenutnih izboljsav
pri interpretaciji podatkov iCLIP [2]. Opisan bo bioinformatski pristop iONMF za integrativno
analizo podatkov o interakcijah protein-RNA [3] ter izpostavljeni prihajajo¢i izzivi na tem
podrocju.

[1] Kbnig J et al. (2010). iCLIP reveals the function of hnRNP particles in splicing at individual
nucleotide resolution. Nature Structural and Molecular Biology. 17:909-915.

[2] Hauer C, Curk T et al. (2015). Improved binding site assignment by high-resolution
mapping of RNA—protein interactions using iCLIP. Nature Communications. 6:7921.

[3] Strazar M et al. (2015). Orthogonal matrix factorization enables integrative analysis of
multiple RNA binding proteins. Bioinformatics. Under review.
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Slika a) je povzeta iz [1], b) iz [2] in ) iz [3].
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Kemijski institut

Kemijski institut je vodilna raziskovalna ustanova na podroc¢ju molekularne
biokemije, strukturne ter racunalniske kemije in biotehnologije.
Raziskovalci Kemijskega instituta dosegajo vrhunske rezultate na podrocju ved o

materialih, kemijskega inZenirstva in kemijske analitike.

Poslanstvo Kemijskega instituta
ustvarjanje novih znanj s podrocja kemijein sorodnih ved;
prenos pridobljenega znanja na mlajse generacije;

prenos pridobljenega znanja v industrijo.

http://www.ki.si/vede-o-zivljenju/l11-laboratorij-za-molekularno-biologijo-in-
nanobiotehnologijo/
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