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Zaklady genomiky |II.
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Zaklady genomiky |II.

=  Postupy ,primeé" a reverzni genetiky

rozdily v mySlenkovych pfistupech k identifikaci gent a
jejich funkci

= Predikce funkce genu in silico
struktura genu a jejich vyhledavani

genomova kolinearita a genova homologie

= Experimentalni identifikace genu

priprava genové obohacenych knihoven pomoci
technologie metylacniho filtrovani

EST knihovny
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Zaklady genomiky |II.

=  Postupy ,primeé" a reverzni genetiky

rozdily v mySlenkovych pfistupech k identifikaci gent a
jejich funkci
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Prima vs. reverzni genetika
Revoluce v chapani pojmu genu

,Reverzné geneticky“ pfistup
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|dentifikace role genu ARRZ21

» Predpokladany prenasec signalu u dvoukomponentniho signalniho
systému Arabidopsis
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® |dentifikace role genu ARR21

regulator odezvy v dvoukomponentnim signalnim systemu

Recent Model of the CK Signaling via Multistep Phosphorelay
(MSP) Pathway

AHK sensor histidine kinases
« AHK2

« AHK3

« CRE1/AHK4/WOL

>
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* AHP1-6
Response Regulators

. ARR1-24
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|dentifikace role genu ARRZ21

» Mutant identifikovan vyhledavanim v databazi inzerCnich mutantu
(SINS-sequenced insertion site) pomoci programu BLAST
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|dentifikace role genu ARRZ21

identifikace inzeréniho mutanta

vyhledavani v databazi inzerénich mutantt (SINS)

Insert SINS: 01 092 64

Query:_BO tcEt.at__{cgtt.catgagcgtaccatacttgacaanagagaacgt.agccagccattt.acagg 139
trrrrerrrerreerererererrrerrer e e rererrerrrrrrrr e

Shject: 583192 tcctagegttcatgagegtaccatacttgacaagagagaacgtageocagocatttacagg 58378

Arr21: 1830

Insert SINS: 01 09 64

Query:_140 ttzga;atctcttgtc'.aaaaat.gt.t.tttggatttt.actgt 179
trrrrrereerrerereerererer e e e e rrrrrend

Shjct: 58379 tttgatatctcttgtcaaaaatgtttttggattttactgt 58418

Arr21: 1890

lokalizace inzerce dSpm v genomové sekvenci ARR21 pomoci
sekvenace PCR produktu
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|dentifikace role genu ARRZ21

» Exprese ARR21 u standardniho typu a Inhibice exprese u inzercniho
mutanta potvrzena na urovni RNA
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|dentifikace role genu ARR21

analyza expresniho profilu

Standardni typ Inzercni mutant
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|dentifikace role genu ARRZ21

* Analyza fenotypu inzeCniho mutanta
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|dentifikace role genu ARRZ21

analyza fenotypu inzeréniho mutanta

» Analyza citlivosti k regulatorum rustu rostlin

2,4-D a kinetin
etylén

svétlo ruznych
vinovych délek
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|dentifikace role genu ARRZ21

mozné priciny absence odchylek fenotypu u
inzercniho mutanta

* Funk&ni redundance v ramci genove rodiny?
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|dentifikace role genu ARRZ21

pribuznost jednotlivych ARR genul u Arabisopsis

Legenda:
O ARR-A

B AER-B

@ nalezena alespor] jedna EST
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|dentifikace role genu ARRZ21

mozné priciny absence odchylek fenotypu u
inzercniho mutanta

» Fenotypovy projev pouze za velmi specifickych podminek (?)
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Inzercni mutageneze ve funkcni genomice
Arabidopsis thaliana

= Gen ARRZ21 identifikovan pomoci srovnavaci analyzy
genomu Arabidopsis

= Na zakladé analyzy sekvence byla predpovézena jeho
funkce

» Byla prokazana mistné specificka exprese genu ARR21 na
urovni RNA

* |nzerCni mutageneze v pripade identifikace funkce genu
ARR21 ve vyvoji Arabidopsis byla neuspésna,
pravdépodobné v dusledku funkéni redundance v ramci
genové rodiny
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Zaklady genomiky |II.

=  Postupy ,primeé" a reverzni genetiky

rozdily v mySlenkovych pfistupech k identifikaci gent a
jejich funkci

= Predikce funkce genu in silico

struktura genu a jejich vyhledavani
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Predikce funkce genu in silico
struktura genu

=  struktura genu

promotor

pocCatek transkripce

pocCatek translace
1-
splice

e
stop kodon intron P .,‘ BHON

mista sestfihu

polyadenylacni signal

“oconserved
l"l‘lliblllu-
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Predikce funkce genu in silico
vyhledavani genu

= vyhledavani genu ab inicio
zanedbani 5°a 3 UTR
identifikace poCatku translace (ATG) a stop kodonu (TAG, TAA, TGA)
nalezeni donorovych (vétSinou GT) a akceptorovych (AG) mist sestfihu

vétSina ORF neni skute¢né kédujicimi sekvencemi — u Arabidopsis je asi
350 mil. ORF na kazdych 900 bp (!)

vyuziti riznych statistickych modeltu (napf. Hidden Markov Model, HMM,
viz doporu¢ena studijni literatura, Majoros et al., 2003) k posouzeni a
ohodnoceni vahy identifikovanych donorovych a akceptorovych mist
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Predikce funkce genu in silico
vyhledavani genu

= vyhledavani genu ab inicio

programy pro predikci mist sestfihu
(specificita pfiblizné 35%)

o GeneSplicer (http://www.tigr.org/tdb/GeneSplicer/gene_spl.html)

o SplicePredictor (http://deepc2.psi.iastate.edu/cqgi-bin/sp.cgi)
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http://www.tigr.org/tdb/GeneSplicer/gene_spl.html
http://deepc2.psi.iastate.edu/cgi-bin/sp.cgi
http://deepc2.psi.iastate.edu/cgi-bin/sp.cgi
http://deepc2.psi.iastate.edu/cgi-bin/sp.cgi

Predikce funkce genu in silico
vyhledavani genu

What do the output columns mean?
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Predikce funkce genu in silico
vyhledavani genu

= vyhledavani genu ab inicio

programy pro predikci mist sestfihu
(specificita pfiblizné 35%)

o GeneSplicer (http://www.tigr.org/tdb/GeneSplicer/gene_spl.html)

o SplicePredictor (http://deepc2.psi.iastate.edu/cqgi-bin/sp.cgi)

o NetGene2 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/)
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http://www.tigr.org/tdb/GeneSplicer/gene_spl.html
http://deepc2.psi.iastate.edu/cgi-bin/sp.cgi
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http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/

Predikce funkce genu in silico
vyhledavani genu

. . puEl Bglll
Prediction done P

cBS

CBS >> Prediction Servers >> NetGene2

NetGene2 Server

The NetGene2 server is a ser/~2 producing neural network predictions of splice sites in human, C. elegans and A. thalial

Instructions Qutput format Abstract Performanc

SUBMISSION
Submission of a local file w  a single sequence:

File in FASTA format Browse.. |

@ Human

Hindlll

_C. elegans

_A. thaliana

Clear fields Send file

B T

Submission by pasting a single sequence:

Sequence name lBgIH ‘BspEI

_Human

_C. elegans
9’A thaliana
Sequence

+ o+ o+

T
Clear fields | [ Se

NOTE: The submitted  uences are kept confidential and will be erased immediately after processing
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Predikce funkce genu in silico
vyhledavani genu

odchylky rozpoznavani mist sestfihu u rostlin v praxi - priklad
vyvojoveé plasticity (nejen) rostlin
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Predikce funkce genu in silico
vyhledavani genu

= vyhledavani genu ab inicio

programy pro predikci mist sestfihu
(specificita pfiblizné 35%)

o GeneSplicer (http://www.tigr.org/tdb/GeneSplicer/gene_spl.html)

o SplicePredictor (http://deepc2.psi.iastate.edu/cqgi-bin/sp.cgi)

o NetGene2 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/)

programy pro predikci exonu

o 4 typy exonu (podle polohy):

. iniciacni

. vnitni

. terminalni a
. jednoduché

o programy kromé rozpoznavani mist sestfihu
zohlednuiji i strukturu jednotlivych typd exonu

* iniciacni:
o Genescan (http://genes.mit.edu/GENSCAN.html)
o GeneMark.hmm (http://opal.biology.gatech.edu/GeneMark/)

* interni: INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
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http://www.tigr.org/tdb/GeneSplicer/gene_spl.html
http://deepc2.psi.iastate.edu/cgi-bin/sp.cgi
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http://genes.mit.edu/GENSCAN.html
http://opal.biology.gatech.edu/GeneMark/
http://rulai.cshl.org/tools/genefinder/

Predikce funkce genu in silico
vyhledavani genu

The New GENSCAN Web Server at MIT

GENSCANW output for sequence CKI1
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o have the results mailed to you, enter your email address here (optional):
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Predikce funkce genu in silico
vyhledavani genu

* Funkéni vyznam sestfihu v neprekladanych oblastech - dulezita regulaéni
soucast genu

BamHI

GAGGAGGCACAAAATGACGAA — j— TGTATTCTT TTGTTATCAAAGGGT TTCGACTT TGCTCCGAGGAA GAA GA TAATATGA GBATCCCCOGEG TAGGT CAGTCCCT TATGT TACG
@RI PRV GQSL ML

aaagttaca....

GAGGAGGCACAAAATGACGAA - Jf— GTTATACAA AAATGATGGTGAAAGT TACAAACGCT GGCTTCACGICGGATCC!
K VT..

aaagttaca....

M MV KVT KLV ASIR RRIPRYGQS SIL

— intron

V pfipadé CKI1 pokus prokazat tento zpﬂsob'
regulace genoveé exprese pomoci transgennich

linii nesoucich uidA pod kontrolou dvou verzi
promotoru, zatim nepotvrzeno
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Predikce funkce genu in silico
vyhledavani genu

= vyhledavani genu ab inicio

programy pro genové modelovani

o zohlednuji také dalSi parametry, napf. navaznost ORF

o Genescan (http://genes.mit.edu/GENSCAN.html)
velice dobry pro predikci exonl v kédujich oblastech (testovano na genu PDRY, identifikoval vSech 23 (!) exonu

o GeneMark.hmm (http://opal.biology.gatech.edu/GeneMark/)
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http://genes.mit.edu/GENSCAN.html
http://opal.biology.gatech.edu/GeneMark/

Result of last submission:

YView PDF Graphical Cuiput

GeneMarkhmm Listing

Go to: GeneMark hmamy Protein Translitinns

Go to: Joh Submission

Eukariotyc GensMark.lom wersion bp 2.9 April £5.

Sequence nams: CEIL

Jequance length:
HC content: 35.79%
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Thu Oct 1 11:09:z4 Z009
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Model description

4] Generate PDF graphics {screen)
Generate PostScript graphics (emaille
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Translate predicted genes into proteins
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r ‘ - I -
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GeneMark hmm prediction

Predikce funkce genu in silico

vyhledavani genu

Thu Nov 10 03:23:47 EST 2005, Order 5, Window 96, Step 12, 4/
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Predikce funkce genu in silico
vyhledavani genu

= vyhledavani gent podle homologii
porovnavani s EST databazemi

o BLASTN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/, http://workbench.sdsc.edu/)

porovnavani s proteinovymi databazemi

o BLASTX (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/, http://workbench.sdsc.edu/)

o Genewise (http://www.ebi.ac.uk/Wise2/)

o porovnavaji proteinovou sekvenci s genomovou DNA (po zpétném prekladu), je
nutna znalost aminokyselinové sekvence

porovnavani S homolognimi genomovymi
sekvencemi z pfibuznych druh

o VISTA/AVID (http://www.lbl.gov/Tech-Transfer/techs/Ibnl1690.html)
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Zaklady genomiky |II.

=  Postupy ,primeé" a reverzni genetiky

rozdily v mySlenkovych pfistupech k identifikaci gent a
jejich funkci

= Predikce funkce genu in silico
struktura genu a jejich vyhledavani

genomova kolinearita a genova homologie
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Predikce funkce genu in silico
vyhledavani genu

= genomova kolinearita a genova homologie

genomy pfibuznych druh( se pfes znacné odlisnosti vyznacuji podobnostmi
v usporadani i sekvencich, moznost vyuziti pfi identifikaci gent u pfibuznych
organizmul pomoci vyhledavani v databazich

obecné schéma postupu pfi vyuzivani geonomové kolinearity (také
.komparativni genomika“) pfi experimentalni identifikaci genl pfibuznych
organizmu:

o mapovani malych genomu s vyuzitim nizkokopiovych DNA markert (napf. RFLP)
o vyuziti téchto markert k identifikaci ortholognich gena (genl se stejnou nebo podobnou

funkci) pfibuzného organizmu

o maly genom (napf. ryze, 466 Mbp) muize slouzit jako voditko, kdy jsou identifikovany
molekularni nizkokopiové markery (napf. RFLP) ve vazbé s genem zajmu a tyto oblasti jsou
pak pouzity jako sonda pfi vyhledavani v BAC knihovnach pfi identifikaci ortholognich
oblasti velkych genomu (napf. je€mene nebo pSenice, 5000, resp. 16000 Mbp)
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Predikce funkce genu in silico
vyhledavani gend-genomova kolinearita

140 kb Maize (2500 Mbp)

Rice (400 Mbp)

B |:-:.:D:] I 1cxap]flid \.\-"hcat ( 16 000 Nlhp)
==} |=———= Barley (5000 Mbp)
——{i}— —{ [=——— Rice (400 Mbp)

50 kb

High gene density

Feuillet and Keller, 2002
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Predikce funkce genu in silico
vyhledavani genu

= genomova kolinearita a genova homologie

genomy pfibuznych druh( se pfes znacné odlisnosti vyznacuji podobnostmi
v usporadani i sekvencich, moznost vyuziti pfi identifikaci gent u pfibuznych
organizmul pomoci vyhledavani v databazich

obecné schéma postupu pfi vyuzivani geonomové kolinearity (také

.komparativni genomika“) pfi experimentalni identifikaci genl pfibuznych
organizmu:

o mapovani malych genomu s vyuzitim nizkokopiovych DNA markert (napf. RFLP)

o vvyuziti téchto markerd k identifikaci ortholognich gent (genl se stejnou nebo podobnou
funkci) pfibuzného organizmu

o maly genom (napf. ryze, 466 Mbp, 46-55 tis. genu) muze slouzit jako voditko, kdy jsou
identifikovany molekularni nizkokopiové markery (napf. RFLP) ve vazbé s genem zajmu a
tyto oblasti jsou pak pouzity jako sonda pfi vyhledavani v BAC knihovnach pfi identifikaci
ortholognich oblasti velkych genomu (napf. jeEmene nebo pSenice, 5000, resp. 16000 Mbp)

zejména vyuzitelné u trav (napf. vyuziti pfibuznosti u jeCmene, pSenice,
ryze a kukufice)

malé geonomové prestavby (dalece, duplikace, inverze a translokace menSi nez
nékolik cM) jsou pak detekovany podrobnou sekvenéni komparativni analyzou

béhem evoluce dochazi u pfibuznych druht k odchylkam pfedevSim v nekddujicich
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Zaklady genomiky |II.

=  Postupy ,primeé" a reverzni genetiky

rozdily v mySlenkovych pfistupech k identifikaci gent a
jejich funkci

= Predikce funkce genu in silico
struktura genu a jejich vyhledavani

genomova kolinearita a genova homologie

= Experimentalni identifikace genu

priprava genové obohacenych knihoven pomoci
technologie metylacniho filtrovani
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Experimentalni identifikace genu

= pfiprava genoveé obohacenych knihoven pomoci technologie
metylaéniho filtrovani

geny jsou (vétsinou!) hypometylované, kdezto nekddujici oblasti jsou
metylované

vyuziti bakterialniho RM systému, ktery rozpoznava metylovanou DNA
pomoci rest. enzyma McrA a McrBC

o McrBC rozpoznava v DNA metylovany cytozin, ktery pfedchazi purin (G nebo A)
o pro Stépeni je nutna vzdalenost téchto mist z 40-2000 bp

schéma postupu pfi pfipravé BAC genomovych knihoven pomoci
metylacniho filtrovani:
o pfiprava genomové DNA bez pfimési organelarni DNA (chloroplasty a mitochondrie)
o fragmentace DNA (1-4 kbp) a ligace adaptorU
o pfiprava BAC knihovny v mcrBC+ kmeni E. coli
o selekce pozitivnich klon(

omezené vyuziti: obohaceni o kédujici DNA o pouze cca 5-10 %
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Zaklady genomiky |II.

=  Postupy ,primeé" a reverzni genetiky

rozdily v mySlenkovych pfistupech k identifikaci gent a
jejich funkci

= Predikce funkce genu in silico
struktura genu a jejich vyhledavani

genomova kolinearita a genova homologie

= Experimentalni identifikace genu

pfiprava genové obohacenych knihoven pomoci
technologie metylacniho filtrovani

EST knihovny

I'\ 4 INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
N/ )
4 B S Tato prezentace je spolufinancovana
E Ev nim fondem
OP Vzdélavani . ) 4 )
4 pro konkurenceschopnost a statnim rozpoctem Ceské republiky

* * %
» *
* *
* *

* 5k

EVROPSKA UNIE




Experimentalni identifikace genu

3 ," » “Nucleotide

= pfiprava EST knihoven

izolace mRNA

RT PCR

klonovani do vhodného bakterialniho
vektoru

transformace do bakterii a izolace

DNA (amplifikace DNA)

. ggatgctaatatgggggttatacaagtgtt——
Sgkvenoace . IPOUZ”'m —» cctacgattatacccccaa
primerd  specifickych  pro E— TTTTTTTTTTT

v r . ),'\\l,‘\\),'\\l"‘\)"\\l,‘\\/'\\l,"\l,‘\A
pouzity plasmid
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Zaklady genomiky |II.

shrnuti

=  Postupy ,primeé" a reverzni genetiky

rozdily v mySlenkovych pfistupech k identifikaci gent a
jejich funkci

= Predikce funkce genu in silico
struktura genu a jejich vyhledavani

genomova kolinearita a genova homologie

= Experimentalni identifikace genu

priprava genové obohacenych knihoven pomoci
technologie metylacniho filtrovani

EST knihovny
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Zaklady genomiky |II.

diskuse
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