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Osnova

Prima vs. reverzni genetika

Vyuziti knihoven inzerénich mutantt v postupech pfimé genetiky
= vyhledavani v knihovnach inzer¢nich mutantu podle

= anatomicky nebo morfologicky detekovatelného fenotypu
metabolického profilu

exprese zajimavych genu

identifikace mutovaného lokusu

= plasmid rescue
= |PCR

Vyuziti knihoven bodovych mutantt v pfimé genetice
= pozicni klonovani
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SNOVa

= 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

EMS

—_—

T-DNA
1. IDENTIFIKACE FENOTYPU

1.1ZOLACE SEKVENCNE

SPECIFICKEHO MUTANTA
2. GENETICKE MAPOVANI

2. IDENTIFIKACE FENOTYPU
3. GENOVA IDENTIFIKACE

-pozi¢ni klonovani

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

Vyuziti knihoven inzerénich mutantt v postupech pfimé genetiky
= vyhledavani v knihovnach inzer¢nich mutantu podle
= anatomicky nebo morfologicky detekovatelného fenotypu
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Inzercni mutageneze v prime
genetice

= Vyuziti inzercni mutageneze ve studiu kancerogeneze

Infekce EuMyc mysi retrovirem MoMuLV vede k tvorbé lymfomua, 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 prime
genetice

= Vyuziti inzercni mutageneze ve studiu kancerogeneze

Infekce EuMyc pim71 mutantu retrovirem MoMulLV vede k tvorbé
lymfomu, které obsahuji v 90% inzerci v blizkosti (aktivaci) Pim2

a Epfidye
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Mikkers et al., Nature Gen (2002)




Inzercni mutageneze v prime
genetice

= Vyuziti inzercni mutageneze ve studiu kancerogeneze

Infekce EuMyc dvojnasobnych mutantd pim1, pim2 retrovirem MoMuLV vede k
tvorbé lymfomu, u kterych lze ocekavat aktivaci bud nékterého ze signalnich

partnerd Pim proteinu (Y), nékterého z proteind Pim signalni drahy (X) nebo k
aktivaci nékteré z pfibuznych drah vedoucich k lymfomagenezi (2)
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Mikkers et al., Nature Gen (2002)




Inzercni mutageneze v prime
genetice

|lzolace genomovych oblasti prilehajicich k mistu inzerce
proviru

Iz}

Stépeni genomové DNA a ligace PN NN
specidlnich linker(, tzv. splinkerett W
(zvySeni specifity amplifikace) — ~

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

Devon et al., Nucl Acid Res (1994)

Mikkers et al., Nature Gen (2002)



Inzercni mutageneze v prime
genetice

|lzolace genomovych oblasti prilhajicich k mistu inzerce
proviru

Iz}

Prvni amplifikace pomoci specifickych Wmf\af”\

primerloj A/’\AT—"W

— ~

M 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 prime
genetice

= |zolace genomovych oblasti prilhajicich k mistu inzerce
proviru

Iz}

Druha amplifikace pomoci ,nested” B N N N

primerud (zvysSeni specificity) W

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

Smm PCR with ﬁrsf

primer pair

Devon et al., Nucl Acid Res (1994)

Mikkers et al., Nature Gen (2002)



Inzercni mutageneze v prime
genetice

= |zolace genomovych oblasti prilhajicich k mistu inzerce
proviru

i
Sekvenace a lokalizace oblasti NN NN
pfiléhajicich k protoviru vyhledavanim v W
anotovanych databazich mySiho genomu r'// '“*-a.x,]
M TrDNA restricted
with enzyme X is
ligated to the
splinkerette
-~ e AR
PCR with first
Smm primer pair
primer
5 _) 3 cobesive - m
5 cnd —
¥ PCR with
nested
primer pair 1
SN

-—

Devon et al., Nucl Acid Res (1994)

Mikkers et al., Nature Gen (2002)
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= metabolického profilu
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Metabolické profilovénl’

= Metabolické profilovani rostlin

hromadna a automatizovana analyza |
metabolitu (az 25.000) pomoci GC-MS .
technik v knihovnach T-DNA mutantu
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Metabolicke profllovan

= Metabolické profilovani rostlin

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

identifikace (napf. i komercné) zajimavych
mutantu

Vector 4 Vector 2

/ ' | Col-2 WT
_ m dga?
& C24WT
& sddi-1
P



Metabolické profilovani

= Metabolické profilovani rostlin

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

identifikace (napf. i komercné) zajimavych
mutantu

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




Metabolické profilovani

= Metabolické profilovani rostlin

moznost vyuzit i specialni techniky, napr. mikrodisekce

Cryosectioning

30 pm stem

Cross Cryo-

sections bundles

.....
s Wi el ]

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

= |dentifikace mutantu se zménou expresniho
profilu

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

» |dentifikace mutantt se zmeénou expresniho
profilu

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

moznost CasteCné automatizace (virtualni digitalni
mikroskopie)




Expresni profil




Osnova

identifikace mutovaného lokusu
= plasmid rescue
= PCR
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|dentifikace mutovaneého
lokusu

* |dentifikace chromozomalni prestavby zodpovedné za
keriCkovity fenotyp u Arabidopsis

= popis fenotypu
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|dentifikace mutanta

By R
e

= zvinénée listy

= kerickovity fenotyp (poruchy
vétveni)

= chybegjici 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
= jdentifikace T-DNA mutované oblasti
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|dentifikace mutovaného lokusu

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

N ) T TR = restrikéni  Stépeni  (EcoRl)
A w8 mutantni genomové DNA
religace a transformace E.coli

A A
B ‘ izolace plazmidové DNA =z
(=)

- pozitivné selektovanych klonu

LB

identifikovana sekvence byla
identicka s genem pro NAD7
koddovanym na mtDNA

colCRI
Sacl pu10l
rcc65I rsil
coRl pnl Sphl SexAl glll
r ) | | i

CACAGGAAACAGCTATGACATGATTACGAATTCGAGCTCGGTACCCAATTCTATGAAAGAGTCTCGGGAGCCAGGATGCATGCCAGTTTCATACGACCAGGTGGAGTGGCACAAGATCTGCCTCTTGGCTTATGTCGAGATATTGATTCC

150

GTGTCCTTTGTCGATACTGTACTAATGCTTAAGCTCGAGCCATGGGTTAAGATACTTTCTCAGAGCCCTCGGTCCTACGTACGGT CAAAGTATGCTGGTCCACCTCACCGTGTTCTAGACGGAGAACCGAATACAGCTCTATAACTAAGG

nad7 sequence

|Clal IEarl IBsgl IBtsI IBamHI

TTCACACAACAATTTGCTTCTCGTATCGATGAATTAGAAGAGATGTCAACCGGCAACCGTATCTGGAAACAACGATTAGTGGATATTGGTACTGTCACTGCACAGCAAGCAAAGGAT TGGGGAATTGTAAATGGCTTCATGTCCGGGGGA 300

AAGTGTGTTGTTAAACGAAGAGCATAGCTACTTAATCTTCTCTACAGTTGGCCGT TGGCATAGACCTTTGTTGCTAATCACCTATAACCATGACAGTGACGTGTCGTTCGTTTCCTAACCCCTTAACATT TACCGAAGTACAGGCCCCCT

nad?7 sequence LB T-DNA
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|dentifikace mutovaného lokusu

2. ldentifikace oblasti genomové DNA priléhajici k pravé hranici
pomoci inverzni PCR (iPCR)
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restrikCni Stépeni (EcoRl)
mutantni genomové DNA

purifikace, religace a PCR
pomoci T-DNA specifickych
primeru

klonovani a sekvencovani

identifikovana sekvence

LH\ nebyla homologni k zadné
— sekvenci se znamou funkci
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ATCACCTAGGGGGCCCGACGTCCTTAAGCTATAGTTC /\/\ CTAGTCTAACAGC AAAG CGGAAGCCATTTGGACTCTTTTGAAGTTAATCGCAGGGGCGGCACTGTCGACTTAGAGG TCGAAGGCATGGACCTTAACGAGATCCTAA
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CGCCAACGAAGCTGTGTCCACCATGTGT AGAAGCGTTAACTTAGGGCAACTGGTAGCTACGGCGGAGAGAGTCTCGTCTCCGACGAATTCCGATCCACTAGTGGTTTTTCTTTTCC

GCGGTTGC TTCGACACAGGTGGTACACATCTTCGCAATTGAATCCCGTTGACCATCGATGCCGCCTCTC TCAGAGCAGAGGCTGCTTAAGGCTAGGTGATCACCAAAAAGAAAAG




lokusu

|dentifikace mutovaneého

|dentifikace chromozomalni prestavby zodpovedné za
keriCkovity fenotyp u Arabidopsis

popis fenotypu

identifikace T-DNA mutované oblasti

lokalizace T-DNA inzerce v genomu Arabidopsis
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Vyhledavani v knihovné IGF-BAC

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

» bakterialni klony usporadané v mikrotitracnich deskach

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




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 k 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 praveé a levé hranici T-DNA
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Osnova

Vyuziti knihoven bodovych mutantt v pfimé genetice
= pozicni klonovani
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|dentifikace mutovaneého
lokusu

* Pozicni klonovani
2 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 produktt) amplifikovaného
pomoci specifickych primeru
o RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

O polymorfizmus délky restrikCnich fragmentl usekl genomu, detekce
pomoci Southern blotu (PCR po nastépeni genomové DNA a ligaci
adaptor()

o  CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence)

O polymorfizmus délky restrikCnhich fragmentid usekl genomu
amplifikovanych pomoci PCR

o  RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA)
O polymorfizmus délky nahodné (pomoci kratkych primerd, 8-10 bp)
amplifikovanych usekd genomu
o  AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

O polymorfizmus délky fragmentd genomu (PCR po nastépeni
genomové DNA a ligaci adaptor()



|dentifikace mutovaneho

Col Col

lokusu L
MT M >< :I I‘-
Priprava mapovaci populace o
\ ;: I:M
Col Col Co IL Ler Ler
" | F i F
Col L Col Ler
I\:’: I:M M L I:M M1 I:



Rekombinantni analyza — urCeni procenta rekombinace
mezi mutaci a molekularnim markerem
r [%] = pocet chomozomu Col /
pocet vSech chromozomu x 100

F2 mutanti ‘Ler Col

marker | — ve vazbée

5 mutantu
1/10x100 = 10%
F2 mutanti
- marker |l - zadna vazba

7112x100 = 58%

* Analyza cca 2000 mutantnich linii

v v s

 |dentifikace mutace pomoci sekvenovani



Mapa DNA molekularnich markeru
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Markery pro jemné mapovani
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Shrnuti

Prima vs. reverzni genetika

Vyuziti knihoven inzerénich mutantt v postupech pfimé genetiky
= vyhledavani v knihovnach inzer¢nich mutantu podle

= anatomicky nebo morfologicky detekovatelného fenotypu
metabolického profilu

exprese zajimavych genu

identifikace mutovaného lokusu

= plasmid rescue
= |PCR

Vyuziti knihoven bodovych mutantt v pfimé genetice
= pozicni klonovani
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STERSTVO SKOLSTV OP Vzdélavani

Evropskym socialnim fondem
pro konkurenceschopnost 4ANA o%

a statnim rozpoétem Ceskeé republiky



Diskuse

> VERST, INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
Q S iy
z . : A
. 3 2 Tato prezentace je spolufinancovana
EAT % & Evropskym socialnim fondem
. MINISTERSTVO SKOLSTVI OP Vzdélavani 4 Qf sy
EVROPSKA UNIE U MLADEZE A TELOVYCHOVY  pro konkurenceschopnost ANA®

a statnim rozpoétem Ceskeé republiky



