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Zaklady genomiky lll.
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Pristupy ,klasické“genetiky versus ,reversné geneticky”
pristup ve funkéni genomice Arabidopsis thaliana
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Genomika lIl.
Pristupy reverzni genetiky

= Metody identifikace sekvencné specifickych mutantu

priprava sbirky mutantd
vyhledavani sekvencné specifickych mutanti pomoci PCR

vyhledavani  sekventné  specifickych  mutantd v
elektronickych databazich

= Analyza fenotypu a potvrzeni pfi€inné souvislosti mezi fenotypem
a inzercni mutaci

kosegregacni analyza

identifikace nezavislé inzercni alely

vyuziti nestabilnich inzerénich mutagenu a izolace
revertantnich linii

=  Umiovani gent pomoci RNAI

mechanismus ucinku RNAI
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Genomika llI.
Pristupy reverzni genetiky

= Metody identifikace sekvencné specifickych mutantu

priprava sbirky mutantd
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Typy inzerCnich mutagenu

« Mobilni elementy

autonomni transpozony (En-1)

o obsahuji gen pro transponazu, umozAujici excizi a
opétovné zaclenéni do genomu

o na obou koncich obsahuji kratké obracené repetice, které
jsou transponazou rozpoznavany

* Stabilni elementy
neautonomni transpozony (dSpm)

T-DNA

mutant En/Spm transpozonu, ktery mutaci v genu pro
transponazu ztratil autonomii

muze byt aktivovan kfizenim s linii nesouci En/Spm
transpozon

zcela stabilni, jeji inzerce vSak mulize vést Kk
chromozomovym prestavbam (inverze, delece,
transpozice)
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Vytvareni knihoven inzerénich mutantd
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Genomika lIl.
Pristupy reverzni genetiky

= Metody identifikace sekvencné specifickych mutantu

priprava sbirky mutantd

vyhledavani sekvenéné specifickych mutantu
o Jrojrozmérné“ vyhledavani pomoci PCR

. hybridizace s produkty iPCR na filtrech
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, 1rojrozmérné” vyhledavani pomoci PCR

1.Knihovna En-1 inzerénich mutantt

» autonomni En/Spm, bez selekce
» 3000 nezavislych linii
* primérné 5 kopii na linii

* trojrozmérné vyhledavani pomoci PCR
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Genomika lIl.
Pristupy reverzni genetiky

, 1rojrozmeérné” vyhledavani pomoci PCR

o izolace genomové DNA z jednotlivych rostlin mutantni populace a
vytvoreni souhrnnych soubord DNA (,trojice”, fady a sloupce trojic a
jednotlivé podnosy)

3.000 mutantnich linii A.t. (5 kopii En-1/linii)

28x3-tray pools

28 x 7 row pools
28 x 3 1-tray pools 28 x 5 column pools
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Genomika lIl.
Pristupy reverzni genetiky

= Trojrozmeéerné” vyhledavani pomoci PCR

o izolace genomové DNA z jednotlivych rostlin mutantni populace a
vytvofeni souhrnnych soubord DNA (,trojice, fady a sloupce trojic a
jednotlivé podnosy)

o identifikace pozitivni ,trojice” pomoci PCR, blotovani PCR produktd a
hybridizace s genové specifickou sondou
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,1rirozmerné” vyhledavani v knihovné
inzer¢nich mutantti pomoci PCR

1. Vyhledavani pozitivni trojice
3.000 mutantnich linii A.t. (5 kopii En-1/linii)

12345678 310111213140506 1719192021 2324 28 7 2929308132 )

28x3-tray pools

CKI1 En-1
1262
CKI1 g | CKI1
-— ——
En-8130 1262

(2x2x28=112 PCR reakci)

\

Identifikace PCR produktu pomoci
hybridizace s genové spec. sondou
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Genomika lIl.
Pristupy reverzni genetiky

, 1rojrozmmeérné” vyhledavani pomoci PCR

o izolace genomové DNA z jednotlivych rostlin mutantni populace a
vytvofeni souhrnnych soubord DNA (,trojice, fady a sloupce trojic a
jednotlivé podnosy)

o identifikace pozitivni ,trojice” pomoci PCR, blotovani PCR produktd a
hybridizace s genové specifickou sondou

o identifikace pozitivni linie pomoci ldentifikace pozitivniho ,tacu®, fady a
sloupce
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,1rirozmerné” vyhledavani v knihovné
inzer¢nich mutantti pomoci PCR

1. Vyhledavani pozitivni trojice
3.000 mutantnich linii A.t. (5 kopii En-1/linii)

1 2. ldentifikace linie nesouci inzerci

12345678 310111213140506 1719192021 2324 28 7 2929308132 )

28x3-tray pools

CKI1 En-1

CKI1 g | CKI1
-— ——
En-8130 1262

(2x2x28=112 PCR reakci)

\

Identifikace PCR produktu pomoci
hybridizace s genové spec. sondou
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Genomika lIl.
Pristupy reverzni genetiky

= Metody identifikace sekvencné specifickych mutantu

priprava sbirky mutantd

vyhledavani sekvenéné specifickych mutant
o ,rojrozmérné“ vyhledavani pomoci PCR

. hybridizace s produkty iPCR na filtrech
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Hybridizace s produkty iPCR na filtrech

Inzeréni knihovna dSpm mutantu

= The Sainsbury Laboratory (SLAT-lines),
John Innes Centre, Norwich Research Park

- DNA a semena v Nottingham Seed Stock Centre
= 48.000 linii

= prumérné 1.2 izerce na linii

= neautonomni transposon

« PCR vyhledavani nebo hybridizace s iPCR filtry

= SINS (sequenced insertion sites) databaze

http://nasc.nott.ac.uk
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http://nasc.nott.ac.uk/

O

Pristupy reverzni genetiky
|dentifikace sekvencéné specifickych mutantu

Hybridizace s produkty iPCR na filtrech

izolace genomové DNA z
jednotlivych rostlin mutantni
populace

Stépeni restricni endonukleazou

ligace, vznik cirkularni DNA

inverzni PCR (iPCR) pomoci T-DNA
specifickych primer(

pfiprava nylonovych filtrd s produlty
iPCR v pfesné daném vzorci
(poloze) pomoci robota

hybridizace s genové specifickou
sondou
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Genomika lIl.
Pristupy reverzni genetiky

= Metody identifikace sekvencné specifickych mutantu
priprava sbirky mutantd
vyhledavani sekvenéné specifickych mutantli pomoci PCR

vyhledavani  sekventné  specifickych  mutantd v
elektronickych databazich
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Priprava FST knihoven z populace A. thaliana mutované
pomoci T-DNA

Sequencing of flanking sequence fragments

Genomic DNA

a) digestion with endonuclease Bfal
b} linker ligation

T-DNA —‘

linear "amplification" with primer annealing to T-DNA

{mostly LB)
4

PCR amplification with a nested T-DNA primer
(and a linker primer)

— —

l sequencing with another nested T-DMNA primer

j—

GABI-Kat (MPIZ, KéIn)
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Vyhledavani v elektronickych knihovnach inzerénich mutantu

Results of Blast search against sequenced inserts

»Insert_SALK:029311: Order line 029311 | View in AGR
Length = 440

Score = 4B4 bits (244), Expect = =-135
Identiti=s = 2ZEJ/2E3 {50%)
Etrand = Plus / Minus

Query: attagagtttgattgaagtgtgrtitatatategatagigggacattacttatasanage

Ebjak: attagagttegattgaagogogbtbtatatategatagtggyacattacttatasasage

Query: acaaggatacaacaatagagacagtcacatgtatatcacataagbggatggtoctoaatyg

Ebjcot: acaaggatacaacaatagagacagboacatgtatatcacactaagtggatggboctoaaty

Query: Tl tgttgotbgtaggacatttgtgagbatgbcasaaacttatbtocacatggtacactoatag 16289

Ebqok: tgtkgotegtaggacatttgtgagtakgbocaaasacttatttoacatggeacactoatag 240

Query: attagoooocacttaggagtgtotagaaaaagattgggactaaagbotegbtggatogaat 16ES

Ebjot: attagooocacttaggagtgtotagaaaaagattgggactasagbotbgbtggatogaat 220

Query: 50 atgattoccaasac 1701

Ebqok: % atgattoccasac ZOB

Spore = 111 bits (56, Expect = Bm-23
Idantiti=s = TT/B4 (91k)
Etrand = Plus f Plus

Query: tacatttbctogotacaatbaacgotatoaatatatttataaaacoaktegbocatttoac 19B82

Ebqok: tacatbtbctogotacgatkgqacggtatosatatatetatasascoghcogacatetoan T2

Query: ttootbaactastcacacaaatga ZOOE

Ebjot: T ttoottaactaatcacataaatga 96
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Vyhledavani v elektronickych knihovnach inzerénich mutantu

1450 attagagtttgattgaagtgtgttttatatattgatagtgggacat tacttataaaaage 1509
| T
9

Query: 1690 atgattoca 01

aac 1
TEEELETTTT
5 atgatt 208

start transkripce

T-DNA ;1 923
s s cactcgatttcacattAATTATTCACT

NURRNNRRRRRRRNRRRRRRNNY
gtgactaaagtgtaattaataagtga
13

b (+58)

N Exon
Intron

I Transmembranova oblast
Duplikace
B £r-7 element

-
MASARYK UNNERSITY
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Genomika lIl.
Pristupy reverzni genetiky

= Metody identifikace sekvencné specifickych mutantu
priprava sbirky mutantd
vyhledavani sekvenéné specifickych mutantli pomoci PCR

vyhledavani  sekventné  specifickych  mutantd v
elektronickych databazich

= Analyza fenotypu a potvrzeni pfi€inné souvislosti mezi fenotypem
a inzercni mutaci

kosegregacni analyza

identifikace nezavislé inzerCni alely

vyuziti nestabilnich inzerénich mutagenu a izolace
revertantnich linii
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ProcC je nutné analyzovat priCinnou souvislost mezi inzerci a
pozorovanym fenotypem ?

pritomnost vice inzerci v jedné linii
moznost vzniku nezavislé bodové mutace

s inzerci T-DNA jsou Casto asociovany chromozomové
aberace a prestavby (duplikace, inverze, delece)
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Genomika Ill.

Kosegregacni analyza

o kosegregace specifického fragmentu napf. po inzerci T-DNA
(nebo pusobeni EMS atd.) do genomu s pozorovanym fenotypem

+ ++ +  +++ ++ +
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VyuZziti autonomnich transpozonu pro izolaci novych stabilnich mutaci
a revertantnich linii

= transpozony se Casto vyznacuji excizi a reinzerci do blizké oblasti-vyuziti pfi izolaci
novych mutantnich alel

= excize transpozonu neni vzdy zcela pfesna-vznik bodovych mutaci - izolace
revertantnich linii s tichou mutaci i stabilnich mutantu
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Fenotyp Sesuli cki1::En-1/CKI1

cki1::En-1/CKI1 CKI1/CKI1
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Potvrzeni fenotypu cki1::En-1/CKI1

1. Izolace revertantnich linii

* PCR vyhledavani ve 246 rostlinach segreguijici populace

» 2 90 cki1::En-1 pozitivhich 9 rostlin mélo kromé SeSuli mutantnich i
SeSule standardniho typu

Analyza potomstva
* potvrzeni absence inzerce pomoci PCR

* PCR amplifikace a klonovani Casti
genomové DNA v misté inzerce

» sekvenovani

Zaklady genomiky Ill, Pfistupy reverzni a pfimé genetiky



Vyuziti autonomnich transpozonu pro izolaci novych stabilnich mutaci
a revertantnich linii

aattcaagiCcgiCACTACAAGA TCTTGTAGTGCgIggagac

aat tca ag cgtga gac taclact tgg tac act caa acc gtg gat cag tta act ggt

N 8§ SJR_.G D Y[JTWY T Q TV DQ L T G

aat tca agf ggt acglact tgg tac act caa acc gtg gat cag tta act ggt
NS S| TlI|ItTw Yy TQ TV DOQTULTG

aat tca agt cgt acg gag act aca ctt ggt aca ctc aaa ccq tgg alc agt taa
N S S RTETTLGT L K P W1 S

aat tca agt cgc gtg gag act aca ctt ggt aca ctc aaa ccg tgg atc agt taa
N S $ RV E T TLGT L K P W S8

Zaklady genomiky Ill, Pfistupy reverzni a pfimé genetiky



Potvrzeni fenotypu cki1::En-1/CKI1

2. lzolace stabilni mutantni linie

« analyza fenotypu segregujici populace (CKI1/CKI1 CKI1/cki1::En-1)

* PCR analyza rostlin s mutantnim fenotypem-identifikace rostlin bez inzerce

« PCR amplifikace a klonovani ¢asti genomové DNA v misté inzerce
» sekvencovani
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Vyuziti autonomnich transpozonu pro izolaci novych stabilnich mutaci
a revertantnich linii

aattcaagiCcgiCACTACAAGA - ! En-1 TCTTGTAGTGCgIggagac

aat tca ag cgtga gac taclact tgg tac act caa acc gtg gat cag tta act ggt

N 8§ SJR_.G D Y[JTWY T Q TV DQ L T G

aat tca agt ggt acg act tgg tac act caa acc gtg gat cag tta act ggt
NS S[GT] TWYTQTVDOQTULTG

aat tca agf cgt acg fag act aca ctt ggt aca ctc aaa ccg tgg atc agt taa
N S SR TJE T T L G T L K P W1 S

aat tca agf cgc gtg pag act aca ctt ggt aca ctc aaa ccg tgg atc agt taa
N S S§§R VIJE T T L GT L K P W S8
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Genomika lIl.
Pristupy reverzni genetiky

= Metody identifikace sekvencné specifickych mutantu
priprava sbirky mutantd
vyhledavani sekvenéné specifickych mutantli pomoci PCR

vyhledavani  sekventné  specifickych  mutantd v
elektronickych databazich

= Analyza fenotypu a potvrzeni pfi€inné souvislosti mezi fenotypem
a inzercni mutaci

identifikace nezavislé inzercni alely

vyuziti nestabilnich inzerénich mutagent a izolace
revertantnich linii

=  Umiovani gent pomoci RNAI

mechanismus ucinku RNAI

Zaklady genomiky lll, Pfistupy reverzni a pfimé genetiky



Genomika Ill.

mechanismus RNA interference

= Molekularni podstata posttranskripéniho umli€ovani genu (PTGS)

RNAI objevena u Coenorhabditis elegans

o umiCovani bylo indukovano jak sense tak antisense RNA (pravd.
kontaminace obou pfi in vitro transkripci)

o dsRNA indukovala umi€ovani cca 10-100x ucinnéji

o dsRNA indukce je zavisla na vlastnich genech-gen. vyhledavani

RNAI rnai
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Genomika Ill.

mechanismus RNA interference
= Molekularni podstata posttranskripéniho umli€ovani genu (PTGS)

RNAI objevena u Coenorhabditis elegans

je to pfirozeny mechanismus regulace genove exprese u
vSech eukaryot

podstatou je tvorba dsRNA, kterd muize byt spusténa
nékolika zpusoby:

" pritomnost cizi ,aberantni“ DNA
" specifické transgeny obsahujici obracené repetice ¢asti cONA

. transkripce vlastnich gent pro shRNA (short hairpin RNA) nebo
miRNA (micro RNA, endogenni ,vlasenkova“ RNA)

dsRNA je procesovana enzymovym komplexem (DICER),
coz vede k tvorbé siRNA (short interference RNA), ktera
se pak vaze bud na enzymovy komplex RITS (RNA-
induced transcriptional silencing complex) nebo RISC
(RNA-induced silencing komplex)

RISC zprostfedkovava bud degradaci mRNA (v pfipadé
uplné similarity siRNA a cilové mRNA) nebo vede pouze k
zastaveni translace (v pfipadé neuplné homologie jako je
tomu napf. v pfipadé miRNA

RITS zprostfedkovava reorganizaci genomove DNA
(tvorba heterochromatinu a inhibice transkripce)
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Genomika Ill.

mechanismus RNA interference

Multigene family or
Foreign DNA (naked) repetitive transgene Foreign dsRNA Developmental or experimental transcription

Transgene e
assembly/ shRNA pre-miRNA

Drj:xz:ir%::ar;ét:n - short hairpin RNA micro RNA

¥ CH,
TIITITITEEERET

Aot e T I T
sense RNA

Intermediate

;%(dHF:‘ RNA-dependent RNA polymerase

v [

\ Y

Silencer

Target
RAITS RITS _RISC . RISC \RISC

Heterochromatin formation and mANA destruction or
transcriptional silencing translational repression

Mello, 20 (%
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The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2006
"for their discovery of RNA interference - gene silencing by double-stranded RNA"

Andrew Z. Fire

USA

Stanford University School of
Medicine
Stanford, CA, USA

b. 1959

Craig C. Mello

USA

University of Mass iy
Medical School >/
Worcester, MA, U

b. 1960
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Mechanizmus posttranskripéniho uml€ovani genti pomoci
RNA interference (iRNA)

Highly transcribed single-copy transgene loci

CHy CHz CH wiff—
—| Prio |—h' transgene ORF |—

W

ahRMA

. Inverted-repeat transgene loci
iruses
CHa CHa CHa CHz CHz CHy CH3 CHy CHy

—| Pro | transgene ORF—Jw H"—lmnsgcnc ORF

|'-'i|'us transgene (}RI-'l virus |

antisense

RERERERNN

sense

dsRNA dsRNA

@ HC-Pro

siRNA

v

RISC-like
imRNA-degradation
complex)

TR YT
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= 2. RNAIi approach using regulated expression system

Bgl Il 13226

BamH | 2196

Hind Il

__Sal 12596
Hinc Il

pVKH::(BOP::CKli2::pA) ,Qhol

13426 bp

pVvSi-sta pVSi-rep
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Genomika lll.-shrnuti
Pristupy reverzni genetiky

= Metody identifikace sekvencné specifickych mutantu

priprava sbirky mutantd
vyhledavani sekvencné specifickych mutanti pomoci PCR

vyhledavani  sekventné  specifickych  mutantd v
elektronickych databazich

= Analyza fenotypu a potvrzeni pfi€inné souvislosti mezi fenotypem
a inzercni mutaci

kosegregacni analyza

identifikace nezavislé inzercni alely

vyuziti nestabilnich inzerénich mutagenu a izolace
revertantnich linii

=  Umiovani gent pomoci RNAI

mechanismus ucinku RNAI
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Genomika lll.-diskuse
Pristupy reverzni genetiky
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