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Osnova

= PFima vs. reverzni genetika

Vyuziti knihoven inzerénich mutantu v postupech pfimé genetiky
vyhledavani v knihovnach inzerénich mutantt podle
= anatomicky nebo morfologicky detekovatelného fenotypu

=  metabolického profilu
= exprese zajimavych gent

= identifikace mutovaného lokusu
=  plasmid rescue
= JjPCR

Vyuziti knihoven bodovych mutantt v pfimé genetice
= pozi¢ni klonovani
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Osnova

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

NAHODNA MUTAGENEZE

»PFimé geneticky“pristup «Reverzné geneticky* pristup
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1. IDENTIFIKACE FENOTYPU < ‘
\ SPECIFICKEHO MUTANTA

2. GENETICKE MAPOVANI
2. IDENTIFIKACE FENOTYPU

3. GENOVA IDENTIFIKACE
-pozicni klonovani 3. PRUKAZ KAUZALNi SOUVISLOSTI
MEZI INZERCi A FENOTYPEM

" (retro)transposons
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Osnova

Vyuziti knihoven inzerénich mutantu v postupech pfimé genetiky
vyhledavani v knihovnach inzerénich mutantt podle
anatomicky nebo morfologicky detekovatelného fenotypu
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InzerCni mutageneze v prime
genetice

= Vyuziti inzeréni mutageneze ve studiu kancerogeneze
Infekce EuMyc mysi retrovirem MoMuLV vede k tvorbé lymfom, které

vznikly diky aktivaci Pim kinaz (ve 40% aktivaci Pim1 a v 15% aktivaci
Pim2), molekularni cile téchto kinaz byly neznamé

a EpMye
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Pimt

Mikkers et al , Nature Gen (2002)




InzerCni mutageneze v prime
genetice

= Vyuziti inzeréni mutageneze ve studiu kancerogeneze

Infekce EuMyc pim1 mutantd retrovirem MoMulLV vede k tvorbé
lymfom(, které obsahuji v 90% inzerciv blizkosti (aktivaci) Pim2

Pim2

Pimt

Mikkers et al , Nature Gen (2002)




InzerCni mutageneze v prime
genetice

= Vyuziti inzeréni mutageneze ve studiu kancerogeneze

Infekce EuMyc dvojnasobnych mutantG pim1, pim2 retrovirem MoMulLV vede k
tvorbé lymfoml, u kterych Ize odekavat aktivaci bud nékterého ze signalnich
partneru Pim proteint (Y), nékterého z proteini Pim signalni drahy (X) nebo k
aktivaci nékteré z pfibuznych drah vedoucich k lymfomagenezi (Z)

a EpMyc b EuMye Pim1--
Pim ‘;‘:‘n; el F‘»m_‘;
" L/

Pim2
= Pim2
o Pimt
Mikkers et al , Nature Gen (2002)
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InzerCni mutageneze v prime
genetice

» |zolace genomovych oblasti pfilehajicich k mistu inzerce
proviru

Stépeni genomové DNA a ligace
specialnich linkert, tzv. splinkerett
(zvyseni specifity amplifikace)

Devon et al., Nucl Acid Res (1994)

Mikkers et al, Nature Gen (2002)




InzerCni mutageneze v prime
genetice

Izolace genomovych oblasti pfilhajicich k mistu inzerce
proviru

a
Prvni amplifikace pomoci specifickych
primert

Devon et al., Nucl Acid Res (1994)

Mikkers et al, Nature Gen (2002)
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InzerCni mutageneze v prime
genetice

Izolace genomovych oblasti pfilhajicich k mistu inzerce
proviru

a
Druha amplifikace pomoci ,nested”
primeru (zvy$eni specificity)

M PCR with first
primer pal

L pax

- RSN

Devon et al., Nucl Acid Res (1994)

Mikkers et al, Nature Gen (2002)
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InzerCni mutageneze v prime

» |zolace genomovych oblasti pfilhajicich k mistu inzerce
proviru
Sekvenace a lokalizace oblasti AN
pfiléhajicich k protoviru vyhledavanim v /\/\f—M/“

anotovanych databazich mysiho genomu

Splinkerette PCR with first
primer pair

Devon et al . Nucl Acid Res (1994)

Mikkers et al, Nature Gen (2002)

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 B el
metabolitt (az 25.000) pomoci GC-MS ‘
technik v knihovnach T-DNA mutantu
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Metabolické profilov

= Metabolické profilovani rostlin

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

identifikace (napf. i komercné) zajimavych
mutantt

Vector 1

Vector 4 Vector 2

m Col2WT
m dgd!
® C24WT
) @ sddi-1
P

ani
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Metabolické profilovani

= Metabolické profilovani rostlin

hromadna a automatizovana analyza
metabolitt (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

moznost vyuzit i specialni techniky, napf. mikrodisekce

Cryosectioning

30 pm stem
Cross cryo- Vascular

sections

BRSNS A

-‘ o.:

Cluster analysis of cell-
type specific samples

Identification of
Sections without differentially concen-
vascular bundles trated metabolites




Osnova

= exprese zajimavych gent
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Expresni profil

» |dentifikace mutantl se zménou expresniho
profilu

analyza expresniho profilu (vzorce) daného genu a
identifikace mutantt se zménou exprese
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Expresni profil

» |dentifikace mutanti se zménou expresniho
profilu

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

moznost CasteCné automatizace (virtualni digitalni
mikroskopie)
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Expresni profil
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Osnova

= identifikace mutovaného lokusu
= plasmid rescue
= JjPCR

SSVIy
Vensis®
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ldentifikace mutovaného
lokusu

= |dentifikace chromozomalni pfestavby zodpoveédné za
kefickovity fenotyp u Arabidopsis

= popis fenotypu
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|dentifikace mutanta

o

= zvinéné listy

= KkefiCkovity fenotyp (poruchy
vétveni)

= chybéjici trychomy na listech a
na stonku

= opozdéné starnuti
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|dentifikace mutanta

= samci sterilita, poruchy v
prodluzovani ty€inek (A,B)
(porovnej se standardnim typem C)
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ldentifikace mutovaného
lokusu

= |dentifikace chromozomalni pfestavby zodpoveédné za
kefickovity fenotyp u Arabidopsis

= popis fenotypu
= jdentifikace T-DNA mutované oblasti
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|ldentifikace mutovaného lokusu

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

N ] o = < = restrikéni  Stépeni  (EcoRI)
A 4 A a8 mutantni genomoveé DNA

= religace a transformace E.coli

izolace plazmidové DNA z
pozitivné selektovanych klonl

O . = identifikovana sekvence byla
identickd s genem pro NAD7

kodovanym na mtDNA

TGCCAGT TTCATAC!

O
O
(D

CACAGGAAACAGCTATGACATGAT

150
GTGTCCTTTGTCGATACTGTACTAA BTt TCARAGTATG AGG
E
nad7 sequence
amHI
TCACACAACAA GATGTCAACCGGCAACCGTATCT AGCAAAGGAT TGGGGAAT TGTAAATGGC TTCATGTCCEGGEGA
G G G G G G LI

CTACAGTTGGCCGT TGBCATAGACCTTTGTTGCTA

TCETTTCCTAACCCCTTAACATT TACCGAAGTAI ceer

nad7 sequence LB T-DNA k|
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|ldentifikace mutovaného lokusu

2. ldentifikace oblasti genomové DNA pfiléhajici k pravé hranici

pomoci inverzni PCR (iPCR)

.
L8
»

A

LHG4 %

RB

A

g

=

-~

Hind 1l

restrikéni Stépeni (EcoRI)
mutantni genomové DNA
purifikace, religace a PCR
pomoci T-DNA specifickych
primert

klonovani a sekvencovani

identifikovana  sekvence
nebyla homologni k Zzadné

! sekvenci se znamou funkci
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ldentifikace mutovaného
lokusu

= |dentifikace chromozomalni pfestavby zodpoveédné za
kefickovity fenotyp u Arabidopsis

= popis fenotypu
» identifikace 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 klont s prumérnou velikosti
inzertu 100 kb

bakterialni klony usporfadané v mikrotitracnich deskach

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

I. Sekvence priléhajici k levé hranici T-DNA

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

= 18 s podobnosti k mtDNA

Il. Sekvence priléhajici k pravé hranici T-DNA

| = celkem 6 pozitivné hybridizujich klonu

= vSechny lokalizovany na chromozomu 2

Vensy
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Lokalizace genomoveé T-DNA priléhajici k levé i pravé
hranici T-DNA na chromozomu 2

Sekvence priléhajici k pravé a levé hranici T-DNA

M RNSI mi21 Py «  copl UTP Ubique mi79 e ANS1 mi21 Phy o« copl TP Ubique mi9

' Wy
M0 o

P »
M gei2aen

~ &
catann by

Harker

= pravdépodobné doSlo k inverzi témér celého

chromozému 2 | an® WGI, i b wx gl biiliger e
A
Nad7 ORE9
8.
> da
>p Y
Nad7? 1B T-DNA RB ORE9




Osnova

Vyuziti knihoven bodovych mutantt v pfimé genetice
= pozi¢ni klonovani
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ldentifikace mutovaného
lokusu

Pozi¢ni klonovani

podstatou je kosegregacni analyza segregujici populace (vétSinou

potomstva informativniho zpétného krizeni) s molekularnimi markery

SSLP (Simple Sequence Length Polymorphism)

o polymorfizmus délky genomu (PCR produktl) amplifikovaného

pomoci specifickych primert
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

o polymorfizmus délky restrikénich fragmenti Usek( genomu,
detekce pomoci Southern blotu (PCR po nastépeni genomové DNA a
ligaci adaptort)

CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence)

o polymorfizmus délky restrikénich fragmenti Useki genomu

amplifikovanych pomoci PCR
RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA)

o polymorfizmus délky nahodné (pomoci kratkych primert, 8-10 bp)

amplifikovanych usekl genomu

34



Pozi¢ni klonovani

Col Col Ler Ler

w= —m >< m:I I:.w
Priprava mapovacipopulace oL
el er
I |
\ “l I:” M= I.M
Col Col Col Ler Ler Ler
. . n nn
M em m i I_m M _I I_m
Col Ler Col Ler Ler Ler
|: [ |
Ma em m L M M _I M
Col Col Col Ler LerLer
M j I.:M M j MM :I I:”
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Rekombinantni analyza — ureni procenta rekombinace
mezi mutaci a molekularnim markerem
r [%] = pocet chomozomu Col /
pocet vSech chromozomu x 100

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

7/12x100 = 58%

* Analyza cca 2000 mutantnich linii
» Urc&eni nejblizSiho (jesté) segregujiciho markeru
+ |dentifikace mutace pomoci sekvenovani
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Mapa DNA molekularnich markeru

1CH
39 EAT

10,0 F21M12
14 nga63

299

39,0 Ciw12
40,0 ZFPG

60,0 T27K125P6
66,3

720 CIW 1

838 nga280
1130 ngat i
1178 AthATPASE
1350 135

2CH 3CH
96 ngatlds g4 51
11,0 CIw2 100
206 ngalez2
300 CIw3
345 296
430 Ciw11
438 AthGAPAD
50,7 ngal12e 470
60,0 FIP2TGF 575
CIwWA 650
70,0 Ciw4
738 ngales 75.2
86,4 ngas 834
90,8 B53
97,0 a7
1010 101
1047
1250

4CH

CIwSs

ngal111

CIweé

Ciw7

nga1139

nga1107

125

8,5
10,0
143
16,0
23,7
334
42,0

50,5

684
710

799

88,0
93,1

12,0
150

139,0

5CH

MUK11D

ngal06
CIw8

nga139

nga7e
PHYC

AthS0 191
Ciw9

CIwW10
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Markery pro jemné mapovani

AGI Map Maps for Chromosome 2
& Lister & Dean Rl for alf Maps: Search Options Star @
O Classical stair
O FLp SelectedMaps ¥
MapViewer Home
g Goodrman QI E
GoodmanBAC Rel Not
Display All Rows ¥ Release Nols
O 7er pley.
O Finkelstein View Print-Version
O Amann
[€oee 2,463,170 bp[B]
9 1,009,000 2,009,000
Zoomie |- g SM130_329,3  ATPTRZB  SMI04 73,6 CIU2 SMLIS 237,0  SMIZ_274,4 c1coa
;‘:::‘sl“" o200 W sve SM134.72,6  SW71_250,0 RNSL SGCSNP180  SM46_294,4 SGCswP129 Teps-
sue1_322,0 smas_234,7 SMs7_225,2 SMB4_98,S Sm1s8_96,3 seesn
Search by name (e.g. UFO) sm22_129,8 MI320  SM206_129,8 sm21_171,6 sM14 243,3  Teps-
sm22_129,8 NGALLAS SM254_364,8 pas3z pasmA TePs-
Selectrange (6.9 sM253_310,7 NGALLA sM17_241,6 54553 Teps-
1500-2000) smiz1_93,6 246 SMa6_all,1 TEPS-
AGI Map color key RGA secsupiLL T2x
Sm138_120,2 smL
sM73_258,4
sM233_178,9

gma  TEQU ESod TEKZ2
m‘l (23“‘ ml‘ﬁ

IIOR‘_ZW nsxa wns mn msu mZ w ml USJW ysms- ‘

grlz isc20 Tie23 F2eIs FisLll T34 ESKT
ma ml mnls m mzo Il‘ICZZ

2o g ==
E]n.nu M 11.97 c)m
[— 000 5.00 10,00
' ' ' . v ' . ' ' 1
Zoom to TELZN RGA + KEL + VEO12 MI320 Fs3_2
NORZ SGCSNPI8O + ATPTRZ B NGALLAS +
Search by name (e.g. UFO) ATGST2B
4 AIT201A +
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Shrnuti

= PFima vs. reverzni genetika

Vyuziti knihoven inzerénich mutantu v postupech pfimé genetiky
vyhledavani v knihovnach inzerénich mutantt podle
= anatomicky nebo morfologicky detekovatelného fenotypu

=  metabolického profilu
= exprese zajimavych gent

= identifikace mutovaného lokusu
=  plasmid rescue
= JjPCR

Vyuziti knihoven bodovych mutantt v pfimé genetice
= pozi¢ni klonovani
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Diskuse

Vensis
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