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Osnova

= Prima vs. reverzni genetika
= Vyuziti knihoven inzerCnich mutantu v postupech pfimé genetiky
= vyhledavani v knihovnach inzerCnich mutantu podle
= anatomicky nebo morfologicky detekovatelného fenotypu
= metabolického profilu
= exprese zajimavych genu
» identifikace mutovaného lokusu
= plasmid rescue
= jPCR

Vyuziti knihoven bodovych mutantt v pfimé genetice
» pozicni klonovani
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SNOVva

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

NAHODNA MUTAGENEZE

.Primé geneticky‘“pristup

.Reverzné geneticky“ pristup

T-DNA

AN

1. IDENTIFIKACE FENOTYPU 1.1ZOLACE SEKVENCNE

SPECIFICKEHO MUTANTA
2. GENETICKE MAPOVANI

2. IDENTIFIKACE FENOTYPU

3. GENOVA IDENTIFIKACE
-pozi¢ni klonovani

3. PRUKAZ KAUZALNI SOUVISLOST!
‘ (retro)transposons ~ MEZI INZERCI A FENOTYPEM
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Osnova

= Vyuziti knihoven inzerCnich mutantu v postupech pfimé genetiky
= vyhledavani v knihovnach inzerCnich mutantu podle
= anatomicky nebo morfologicky detekovatelného fenotypu
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Inzercni mutageneze v primeé
genetice

Vyuziti inzerCni mutageneze ve studiu kancerogeneze

Infekce EpMyc mySi retrovirem MoMulLV vede k tvorbé lymfomda, které
vznikly diky aktivaci Pim kinaz (ve 40% aktivaci Pim1 a v 15% aktivaci
PimZ2), molekularni cile téchto kinaz byly neznamé
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Mikkers et al., Nature Gen (2002)




Inzercni mutageneze v primeé
genetice

= Vyuziti inzerCni mutageneze ve studiu kancerogeneze

Infekce EuMyc pim1 mutantd retrovirem MoMulV vede k tvorbé
lymfomda, které obsahuji v 90% inzerci v blizkosti (aktivaci) Pim2
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Mikkers et al., Nature Gen (2002)




Inzercni mutageneze v primeé
genetice

= Vyuziti inzerCni mutageneze ve studiu kancerogeneze
Infekce EuMyc dvojnasobnych mutantd pim1, pim2 retrovirem MoMuLV vede k
tvorbé lymfomd, u kterych lze oCekavat aktivaci bud nékterého ze signalnich

partnert Pim proteinu (Y), nékterého z proteini Pim signalni drahy (X) nebo k
aktivaci nékteré z pribuznych drah vedoucich k lymfomagenezi (Z)
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Inzercni mutageneze v primeé
genetice

|lzolace genomovych oblasti prilehajicich k mistu inzerce
proviru

a

Stépeni genomové DNA a ligace P AN A

specidlnich linkert, tzv. splinkerett /\/'\’T—'m

(zvySeni specifity amplifikace) r,,f-" "*-mﬁ_]

W Trﬂm\ restricted
with enzyme X is
ligated to the
splinkerette
Splinkerette
primer a
5 —— 3 cobesive
5 eod

Devon et al., Nucl Acid Res (1994)

Mikkers et al., Nature Gen (2002)



Inzercni mutageneze v primeé
genetice

|lzolace genomovych oblasti prilhajicich k mistu inzerce
proviru

a

Prvni amplifikace pomoci specifickych w

primerlj /\/’\f—.‘\/\/m\

- ~

W tumor DNA restricted
with enzyme X is
ligated to the
splinkerette

PCR with first
Splinkerette primer pairf

Devon et al., Nucl Acid Res (1994)

Mikkers et al., Nature Gen (2002)



Inzercni mutageneze v primeé
genetice

|lzolace genomovych oblasti prilhajicich k mistu inzerce
proviru

a

Druha amplifikace pomoci ,nested” w

primerud (zvySeni specificity) /—\,-\,T_.m

- ~

W tumor DNA restricted
with enzyme X is
ligated to the
splinkerette

PCR with first
Splinkerette primer pairf
primer a
5 —— 3 cohesive —- W
5 eod

Devon et al., Nucl Acid Res (1994)

Mikkers et al., Nature Gen (2002)



Inzercni mutageneze v primeé
genetice

» |zolace genomovych oblasti prilhajicich k mistu inzerce
proviru

[
Sekvenace a lokalizace oblasti P N W A N
pfiléhajicich k protoviru vyhledavanim v /\/'\’T—'m
anotovanych databazich mysiho genomu — T

W tumor DNA restricted
with enzyme X is
ligated to the
splinkerette

Splinkerette PCR with firsf

primer pair

o] 3 cohesive —- W
5 end -
) PCR with
nested
primer pair 1
Devon et al., Nucl Acid Res (1994) “ sequence and BLAST search

against the annotated mouse

genome databases at

Ensembl and Celera
Mikkers et al., Nature Gen (2002)
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= metabolického profilu
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Metabolicke profilovani

= Metabolicke profilovani rostlin

hromadna a automatizovana analyza
metabolit (az 25.000) pomoci GC-MS .
technik v knihovnach T-DNA mutantd
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Metabolické profilovani

= Metabolicke profilovani rostlin

hromadna a automatizovana analyza |
metabolit (az 25.000) pomoci GC-MS .
technik v knihovnach T-DNA mutantd

identifikace (napfr. i komercné) zajimavych
mutantu

Vector 4 Vector 2

[ B Col-2 WT
| dgd?
€ C24WT
& sddi-1



Metabolicke profilovani

= Metabolicke profilovani rostlin

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

identifikace (napfr. i komercné) zajimavych
mutantu

snadna a rychla izolace genlu pomoci
identifikace T-DNA zasazenych sekvenci




Metabolicke profilovani

= Metabolicke profilovani rostlin

moznost vyuzit i specialni techniky, napr. mikrodisekce

Cryosectioning LMPC GCMS

30 pm stem
Cross cryo- Vascular
sections bundles

Cluster analysis of cell-
type specific samples

Identification of
Sections without differentially concen-
vascular bundles trated metabolites
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= exprese zajimavych genu
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Expresni profil

= |dentifkace mutantt se zménou expresniho
profilu

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

= |dentifkace mutantt se zménou expresniho
profilu

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

moznost Castecné automatizace (virtualni digitalni
mikroskopie)



Vyhledavani pomoci
automaticke mikroskopie




Expresni profil




Osnova

identifikace mutovaného lokusu

= plasmid rescue
= jPCR
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|dentifikace mutovaneého

lokusu

= popis fenotypu

* |dentifikace chromozomalni prestavby zodpovedné za
kerickovity fenotyp u Arabidopsis
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|dentifikace mutanta

= zvinené listy

= kerickovity fenotyp (poruchy
vétveni)

= chybgjici trychomy na listech a
na stonku

= opozdene starnuti




|dentifikace mutanta

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

(porovnej se standardnim typem C)




|dentifikace mutovaneého
lokusu

* |dentifikace chromozomalni prestavby zodpovedné za
kerickovity fenotyp u Arabidopsis

= popis fenotypu
= |dentifikace T-DNA mutované oblasti
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|dentifikace mutovaného lokusu

1. ldentifikace oblasti genomové DNA priléhajici k levé hranici
pomoci plasmid rescue

A. ' ol o 4 = restrikCni  Stepeni  (EcoR)

A A r - 2 mutantni genomové DNA
’ = religace a transformace E.coli
B. A = jzolace plazmidové DNA z

@ pozitivné selektovanych klonu

identifikovana sekvence byla
identicka s genem pro NAD7
kodovanym na mtDNA

colCRI
Sacl put0l
rccﬁ5l ( rsil
coRl pnl Sphl SexAl glll
i \ | | i

CACAGGAAACAGCTATGACATGATTACGAATTCGAGC TCGGTACCCAATTCTATGAAAGAGTCTCGGGAGCCAGGATGCATGCCAGTTTCATACGACCAGGT GGAGTGGCACAAGATCTGCCTCTTGGCTTATGTCGAGATATTGATICC

150

GTGTCCTTTGTCGATACTGTACTAATGCTTAAGCTCGAGCCATGGGTTAAGATACTTTCTCAGAGCCCTCGGTCCTACGTACGGTCAAAGTATGCTGGTCCACCTCACCGTGTTCTAGACGGAGAACCGAATACAGCTCTATAACTAAGG

nad7 sequence

IClal IEarl IBsgl IBtsl IBamHI

TTCACACAACAATTTGCTTCTCGTATCGATGAATTAGAAGAGATGTCAACCGGCAACCGTATCTGGAAACAACGATTAGTGGATATTGGTACTGTCACTGCACAGCAAGCAAAGGAT TGGGGAATTGTAAATGGCTTCATGTCCGGGGGA 300

AAGTGTGTTGTTAAACGAAGAGCATAGCTACTTAATCTTCTCTACAGTTGGCCGT TGGCATAGACCTTTGTTGCTAATCACCTATAACCATGACAGTGACGTGTCGTTCGTTTCCTAACCCCTTAACATTTACCGAAGTACAGGCCCCCT

nad7 sequence LB T-DNA
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|dentifikace mutovaného lokusu

2. ldentifikace oblasti genomové DNA pfiléhajici k prave hranici
pomoci inverzni PCR (iPCR)

’ Nptli [ '

LB

&
AN

A

LHG4

= restrikCni Stépeni (EcoRl)

A

{ , .
h A mutantni genomoveé DNA

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

= klonovani a sekvencovani

. = jdentifikovana sekvence

Hind Il

mal stl coRV
amHI Smal coRI Hindlll

RB

' nebyla homologni k zadné
sekvenci se znamou funkci

L —

Hind Il

pml vull

TAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGATATCAAGCTTGGATCAGATTGTCGTTTCCCGCCTTCGGT AAACCTGAGAAAACTTCAATTAGCGTCCCCGCCGTGACAGCTGAATCTCCAGCTTCCGTACCTGGAATTGCTCTAGGATT

150

ATCACCTAGGGGGCCCGACGTCCTTAAGCTATAGTTCGAACCTAGTCTAACAGCAAAGGGCGGAAGCCATTTGGACTCTTTTGAAGTTAATCGCAGGGGCGGCACTGTCGACTT AGAGGTCGAAGGCATGGACCTTAACGAGATC CTAA
» [

b

Ll

pBsc RB

Bpll
ralll pal pll"

<

cil

smBI
coRlI
Bpll
pll’ Spel

CGCCAACGAAGCTGTGTCCACCATGTGTAGAAGCGTTAACTTAGGGCAACTGGTAGCTACGGCGGAGAGAGTCTCGTCT CCGACGAATTCCGATCCACTAGTGGTTTTTCTTTTC

265

GCGGTTGC TTCGACACAGGTGGTACACATCTTCGCAATTGAAT CCCGTTGACCATCGATGCCGCCTCT

CTCAGAGCAGAGGCT

GCTTAAGGCTAGGTGATCACCAAAAAGAAAAG




|dentifikace mutovaneého
lokusu

|dentifikace chromozomalni prestavby zodpovedné za
kerickovity fenotyp u Arabidopsis

= popis fenotypu
» identifikace T-DNA mutované oblasti
» |okalizace T-DNA inzerce v genomu Arabidopsis
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Vyhledavani v knihovne IGF-BAC

= genomova knihovna obsahujici 10,752 klont s priamérnou velikosti
inzertu 100 kb

= Dbakterialni klony usporadané v mikrotitraCnich deskach

= knihovna nanesena na nylonové filtry pro hybridizaci s
radioaktivhé znacenou sondou

@AOO®
OOOG
Q000
0000




Mapovani pomoci IGF-BAC databaze

I. Sekvence prilehajici k levé hranici T-DNA

» celkem 28 pozitivné hybridizujicich klonu

= 19 z nich lokalizovano na chromozomu 2

* 18 s podobnosti kK mtDNA

Il. Sekvence priléhajici k pravé hranici T-DNA

» celkem 6 pozitivné hybridizujich klonu

= vSechny lokalizovany na chromozomu 2
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Lokalizace genomove T-DNA priléhajici k leve | pravé
hranici T-DNA na chromozomu 2

Sekvence pfiléhajici k pravé a levé hranici T-DNA
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Osnova

Vyuziti knihoven bodovych mutantt v pfimé genetice
» pozicni klonovani
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|dentifilkace mutovaneého
lokusu

= Pozi¢ni klonovani

podstatou je kosegregaCni analyza segregujici populace (vétSinou
potomstva informativniho zpétného kfizeni) s molekularnimi markery
o SSLP (Simple Sequence Length Polymorphism)
O polymorfizmus délky genomu (PCR produktl) amplifikovaného
pomoci specifickych primert
o  RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

O polymorfizmus délky restrikénich fragmentl uUseki genomu,
detekce pomoci Southern blotu (PCR po nastépeni genomové DNA a

ligaci adaptoru)
o  CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence)
O polymorfizmus délky restrikénich fragmenti Useklli genomu
amplifikovanych pomoci PCR
o RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA)

O polymorfizmus délky nahodné (pomoci kratkych primert, 8-10 bp)
amplifikovanych usekl genomu



Pozicni klonovani

Priprava mapovaci populace

Col Col Ler Ler
m — —m +
MT M >< M M
Col Ler
[ |
m =T + +_I - m
M— M M— I—M
Col Col Col Ler Ler Ler
[ | [ I |
m— —m m == |=m m=— |=m
M~ M M_— I_M M _I I_M
Col Ler Col Ler Ler Ler
[ |
m __ I_+ m __ 4 m __ +
M= —M M _— M M _I M

Col Col Col Ler Ler Ler

TR t 1 F"
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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 mutantu
1/10x100 = 10%

F2 mutanti

marker |l - zadna vazba

6 mutantu
7/12x100 = 58%

LI 404N 4

 |dentifikace mutace pomoci sekvenovani



Mapa DNA molekularnich markeru

3.9
10,0
1.4

299

49,0
40,0

60,0
66,3
72,0

§3.8

113.0
1178

135,0

1CH

EAT
F21m12
ngagd

CATI

CIvY 12
ZFPG

T27K125P6
sAPB.2
11

nga2an

fgat 1
AthATPASE

135

2CH

9.5 ngal14s
11.0 I 2
30,0 CIVY 3
34,5 PHYE
50,7 ngal 126
73.8 ngales
90,5 |

97,0 97

3CH

g4 GAPC
208 nogalez
43,0 CIVvY 11
43,8 AthGAPAD
60,0 FIP2-TGF
0.0 Iy
732 Bal1

a5 4 nogae
101,0 101

81
10,0

296
4710
a7k

65,0

8534
85,3

1047

1250

8,5
b | 122 100
CIWY S 14 3
16,0
23,7
ngatl1l 234
420
CIvYe 50,5
54539
CIWyT 684
71,0
a9
ngatliss
CAT?Z 68.0
83,1
ngat107v
1M2.0
1Ma.0
125
1390

5CH

MUKT1D
CTR1
ngaZls
CIvW16

fgja249

ngat0e
CIWvWa

nga139

ngave
PHYC

AthE0 1581

CIvYS
Fhad

PCD2
Cr0

139



Markery pro jemné mapovani

AGH ap

Lister & Dean Ri
Classical
mi-RFELP
(SO an
GoodmanBal
TIGH
Finkelsten

Altrmani

O0O0O0O0OOEE

AGI Map

_

Zoam up to 200% to see
genes!

| | [ Find |
Search by name {e.q. UF D)

1 [ee]

Selectrange (e.q.
1600-2000)

foorm to

AGI Map color key

Lister & Dean RI

foom to

Search by name {e.q. LFC)

1 [ee]

Maps for Chremosome 2

for alf Maps:  Search Cptions:

E m |Se|eded Maps
| '(Find |

| Display All Rows V|

]

KT

stair @

Mapiewer Home

Release Mote

“Wigw Print-%ersion

2,463,170 bpm

7 1,009,000 2,009,000
1 1 1 1 | 1 1 1 1 1 1 1 1 | 1 1 1 1 1 1 1 1
AHM130_329,3 ATFTRZ B SMl04 73,6 CIWE 5SM1l5_237,0 AM1Z 274,4 CICSA
AHM134 72,6 SM71_250,0 FII51 SGCSNPLS0 AHMde_ 294, 4 AGCSNPLZS TeP5-
ISHE]._SZZ;D ISH45_234,? ISHS?_ZES,E ISH84_98;5 ISHlsB_QE;S ISGCSN
ISHlZZ_lZQ,S IHISED ISHEDE_].ZB,.S ISlel_l?l,.ﬁ |SH14—243"3 :TEP.S—
mn sM1zz 129,83 NGALl45 AMz54 364,83 G453z M4974 TeP5-
"
4 SM253_310,7 NGALLA SM17_z4l,6 4553 TEPS-
g
g aM1Z1 93,6 M246 SM46_al1,1 TGRS-
RGA S6CSNPLLL T12A
ISHlSB_lZD,Z |SH]“
ISH?3_258,.4
SMZ33_178,9
[T R L Ll Ll IR | L L RN -
WoR_& F2I9 T23K3 Tl6Fle TL17M13 F19E11 F3Ll: TlO3 F1013 Flarlo TZ5M19 F
43 ] - = = = === = p—— ] ] === L] a =
g F23H14 TE011 F504 TEEZZ T18E1Z2 TI18CZ0 T1eB23 FZ8I8 F15L11 T3P4 FSET
= ] ] i ] =] (=3 ] k i I
46‘ FlOA5 Fz3Illd TelFa TG Ficll T23013 FiG3 T20G20 T1YCZd
a == ] p] pe—] sy =] e T =)
=
) F1AHZ0 FiD11 TEPS
[ b
ll L L I L L L [ ] (I m L m L [ L ]
EU.DD fd ] 11.87 CME
o.0a 5.00 10,00
| 1 1 1 1 | 1 1 1 1 lI 1
:TELZN IRGA + IKK]. + IVED].Z II‘IISZU |F53—2
II'IDRE ISGCSNP].SD + IATPTRZ_B II']GAll45 +
m
;j ATGSTEE
A
:—51 MITzZ0la +



Shrnuti

= Prima vs. reverzni genetika
= Vyuziti knihoven inzerCnich mutantu v postupech pfimé genetiky
= vyhledavani v knihovnach inzerCnich mutantu podle
= anatomicky nebo morfologicky detekovatelného fenotypu
= metabolického profilu
= exprese zajimavych genu
» identifikace mutovaného lokusu
= plasmid rescue
= jPCR

Vyuziti knihoven bodovych mutantt v pfimé genetice
» pozicni klonovani
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