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Osnova

= Pfima vs. reverzni genetika

= VyuZiti knihoven inzerénich mutanta v postupech pfimé genetiky
= vyhledavani v knihovnach inzerénich mutantd podle
= anatomicky nebo morfologicky detekovatelného fenotypu
= metabolického profilu
= exprese zajimavych gend

= identifikace mutovaného lokusu
= plasmid rescue
= JPCR

= VyuzZiti knihoven bodovych mutantl v pfimé genetice
* pozicni klonovani
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Osnova

= Pfima vs. reverzni genetika
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Pristupy ,klasické“genetiky versus ,,reverzné geneticky*
pfistup ve funkéni genomice

NAHODNA MUTAGENEZE
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Osnova

= VyuZiti knihoven inzerénich mutanta v postupech pfimé genetiky
= vyhledavani v knihovnach inzerénich mutantd podle
= anatomicky nebo morfologicky detekovatelného fenotypu
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InzerCni mutageneze v primé
genetice

= \yuziti inzercni mutageneze ve studiu kancerogeneze

Infekce EpMyc my$i retrovirem MoMuLV vede k tvorb& lymfomu, které
vznikly diky aktivaci Pim kinaz (ve 40% aktivaci Pim1 a v 15% aktivaci
Pim2), molekularni cile téchto kinaz byly neznameé
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InzerCni mutageneze v primé
genetice

= \yuziti inzercni mutageneze ve studiu kancerogeneze

Infekce EpMyc pim7 mutantd retrovirem MoMuLV vede k tvorbé
lymfoma, které obsahuji v 90% inzerci v blizkosti (aktivaci) Pim2
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InzerCni mutageneze v primé
genetice

= \yuziti inzercni mutageneze ve studiu kancerogeneze

Infekce EpMyc dvojnasobnych mutantd pim1, pim2 retrovirem MoMulLV vede k
tvorbé lymfomud, u kterych lze ofekavat aktivaci bud nékterého ze signalnich
partnerll Pim proteind (Y), nékterého z proteini Pim signalni drahy (X) nebo k
aktivaci nékteré z pfibuznych drah vedoucich k lymfomagenezi (Z)
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Midiers ef al, Nature Gen [2002)




InzerCni mutageneze v primé
genetice

= |zolace genomovych oblasti prilehajicich k mistu inzerce
proviru

a
Stépeni genomové DNA a ligace A
specialnich  linker(, tzv. splinkerett AP —E
(zvyseni specifity amplifikace) e
N

Deven et al, Nucl Acid Res (1994

Wikers et al, Nature Gen (2002




InzerCni mutageneze v primé
genetice

lzolace genomovych oblasti prilhajicich k mistu inzerce
proviru

a

Prvni amplifikace pomoci specifickych A
primert A —a A
-

Deven et al, Nucl Acid Res (1994

Wikers et al, Nature Gen (2002
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InzerCni mutageneze v primé

genetice

lzolace genomovych oblasti prilhajicich k mistu inzerce

proviru

Druha amplifikace pomoci ,nested”

primert (zvydeni specificity)

Deven et al, Nucl Acid Res (1994
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Wikers et al, Nature Gen (2002
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InzerCni mutageneze v primé

genetice

= |zolace genomovych oblasti pfilhajicich k mistu inzerce

proviru

Sekvenace a  lokalizace  oblasti
pfiléhajicich k protoviru vyhledavanim v
anotovanych databazich mysiho genomu

Deven et al, Nucl Acid Res (1994

Wikers et al, Nature Gen (2002
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PR with first
primer ok
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In case of splincerette, the primer is of the same sequence as the top
strand and therefore it is unable to act as a primer until the complement
of this strand has been synthesized (from the insert-specific primer at the

right-hand side).
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Osnova

* metabolického profilu
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Metabolické profilovani

= Metabolické profilovani rostlin

hromadna a automatizovana analyza | S
metaboliti (az 25.000) pomoci GC-MS . e i
technik v knihovnach T-DNA mutantu "
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Metabolické profilovani

= Metabolické profilovani rostlin

hromadna a automatizovana analyza |

metaboliti (az 25.000) pomoci GC-MS . ﬁ

technik v knihovnach T-DNA mutantu

identifikace (napf. i komercné) zajimavych

mutantu

Vecir &

Vector 2

® Col2 WT
Ll
® caawt
# saar-r
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Metabolické profilovan

r

= Metabolické profilovani rostlin

hromadna a automatizovana analyza
metaboliti (az 25.000) pomoci GC-MS
technik v knihovnach T-DNA mutantu

identifikace (napf. i komercné) zajimavych
mutantd

snadna a rychla izolace genu pomoci
identifikace T-DNA zasaZenych sekvenci
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Metabolické profilovani

= Metabolické profilovani rostlin

mozZnost vyuZit i specialni techniky, napf. mikrodisekce

) R

30 pm stem

Cryosectioning

Cross cryo-

sections

Cluster analysis of cell-

type specific samples

Sections without
vascular bundles

Identification of
differentially concen-
trated metabolites
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Osnova

= exprese zajimavych gend
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Expresni profil

» |dentifikace mutantt se zménou expresniho
profilu

analyza expresniho profilu (vzorce) daného genu a
identifikace mutantll se zménou exprese

o, or ' 9
TN
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Expresni profil

» |dentifikace mutanti se zménou expresniho
profilu

analyza expresniho profilu (vzorce) daného genu a
identifikace mutantl se zménou exprese

mozZnost ¢asteéné automatizace (virtualni digitalni
mikroskopie)
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Expresni profil
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Osnova

= identifikace mutovaného lokusu
= plasmid rescue
= JPCR

EVROPSKA UNIE
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ldentifikace mutovaného
lokusu

= |dentifikace chromozomalni prestavby zodpovedné za
keriCkovity fenotyp u Arabidopsis

* popis fenotypu
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ldentifikace mutanta

L
P ki - = 2zvinéné listy
| = kefiCkovity fenotyp (poruchy
veétveni)
= chybegjici trychomy na listech a
na stonku
= opozdéné starnuti
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ldentifikace mutanta

= samci sterilita, poruchy v
prodluzovani tyCinek (A,B)

(porovnej se standardnim typem C)
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ldentifikace mutovaného
lokusu

= |dentifikace chromozomalni prestavby zodpovedné za
keriCkovity fenotyp u Arabidopsis

* popis fenotypu
s identifikace T-DNA mutované oblasti
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Identifikace mutovaného lokusu

1. Identifikace oblasti genomové DNA pfiléhajici k levé hranici
pomoci plasmid rescue

= restrikéni Stépeni (EcoRl)

- mutantni genomové DNA

= religace a transformace E.coli

= izolace plazmidové DNA z
pozitivné selektovanych klonu

= jdentifikovana sekvence byla
identicka s genem pro NAD7
kédovanym na mtDNA

T TN So U SRR o

w7 sequence ! LB T-DNA 3
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Identifikace mutovaného lokusu

2. Identifikace oblasti genomové DNA pfiléhajici k pravé hranici
pomoci inverzni PCR (iPCR)

= restrikéni Stépeni (EcoRJ)
A

LHG4 —‘
Y 2 A mutantni genomové DNA

= purifikace, religace a PCR
pomoci T-DNA specifickych
primeru

= Kklonovani a sekvencovani

= identifikovana sekvence
Y nebyla homologni k Zadné
= ! sekvenci se znamou funkci

2l
VN
=

Hind Il Hind 1l
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ldentifikace mutovaného
lokusu

= |dentifikace chromozomalni prestavby zodpovedné za
keriCkovity fenotyp u Arabidopsis

* popis fenotypu
* dentifikace T-DNA mutované oblasti
* |okalizace T-DNA inzerce v genomu Arabidopsis
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Vyhledavani v knihovné IGF-BAC

genomova knihovna obsahujici 10,752 klonG s primémou velikosti
inzertu 100 kb

bakterialni klony uspofadané v mikrotitraénich deskach

knihovna nanesena na nylonové filtry pro hybridizaci s
radioaktivné znatenou sondou
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Mapovani pomoci IGF-BAC databaze

I. Sekvence priléhajici k levé hranici T-DNA

» celkem 28 pozitivné hybridizujicich klonu
= 19 z nich lokalizovano na chromozomu 2

* 18 s podobnosti k mtDNA

Il. Sekvence priléhajici k pravé hranici T-DNA

| » celkem 6 pozitivhé hybridizujich klonu

» v8echny lokalizovany na chromozomu 2
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Lokalizace genomové T-DNA priléhajici k levé i pravé
hranici T-DNA na chromozomu 2

Sekvence pfiléhajici k pravé a levé hranici T-DNA

e RNE1 mddl Pl - P Ubigu

el U = e RNE] mall PR
A

" gl OF Ubig

= pravdépodobné doslo k inverzi téméf celého

chromozému 2 e R R e R
‘L&
Nad? ORE9
[ 3
“p L
Nod? 18 T-DNA RB ORES
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Osnova

= VyuzZiti knihoven bodovych mutantl v pfimé genetice
= pozi¢ni klonovani
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ldentifikace mutovaného
lokusu

Pozi¢ni klonovani

] podstatou je kosegregafni analyza segregujici populace (vétSinou
potomstva informativniho zpétného kfiZzeni) s molekularnimi markery
SSLP (Simple Sequence Length Polymorphism)

. polymorfizmus délky genomu (PCR produkti) amplifikovaného
pomoci specifickych primerd

(m]

o RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

polymorfizmus délky restrikénich fragment( Usek( genomu, detekce
pomoci Southern blotu (PCR po nastépeni genomové DNA a ligaci
adaptoru)

u]

CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence)
polymorfizmus délky restrikénich fragmentl Usekl genomu
amplifikovanych pomoci PCR

RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA)
polymorfizmus délky nahodné (pomoci kratkych primer, 8-10 bp)
amplifikovanych Usekt genomu

o
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Pozic¢ni klonovani

Col Col Ler Ler

T >< .r.‘;:l t
Priprava mapovaci populace .
ol Ler
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m_3 [ + m_4 + m_3
Mg EM w3 M M 1

Col Col Col Ler LerLer
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M 3 EM M2
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Rekombinantni analyza — urCeni procenta rekombinace
mezi mutaci a molekularnim markerem
r [%] = poc¢et chomozomu Col/
pocet vSech chromozomu x 100

F2 mutanti
Ler Col marker | — ve vazbé
5 mutantd
1/10x100 = 10%
F2 mutanti
- marker Il - Zadna vazba
6 mutantu

7/12x100 = 58%

+ Analyza cca 2000 mutantnich linii
« Ur&eni nejbliz8iho (jesté) segregujiciho markeru
+ |dentifikace mutace pomoci sekvenovani
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Mapa DNA molekularnich markert
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Markery pro jemné mapovani
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Shrnuti

= Pfima vs. reverzni genetika

= VyuZiti knihoven inzerénich mutanta v postupech pfimé genetiky
= vyhledavani v knihovnach inzerénich mutantd podle
= anatomicky nebo morfologicky detekovatelného fenotypu
= metabolického profilu
= exprese zajimavych gend

= identifikace mutovaného lokusu
= plasmid rescue
= JPCR

= VyuzZiti knihoven bodovych mutantl v pfimé genetice
* pozicni klonovani
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Diskuse
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