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Osnova

= Pfima vs. reverzni genetika

= Vyuziti knihoven inzerénich mutantl v postupech pfimé genetiky

vyhledavani v knihovnach inzerénich mutantl podle
= anatomicky nebo morfologicky detekovatelného fenotypu
= metabolického profilu
= exprese zajimavych genu

identifikace mutovaného lokusu
= plasmid rescue
= PCR

= Vyuziti knihoven bodovych mutantd v pfimé genetice

pozi¢ni klonovani
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Pristupy ,klasické“genetiky versus ,reverzné geneticky“
pristup ve funkéni genomice

NAHODNA MUTAGENEZE

»PFimé geneticky“pristup <Reverzné geneticky“ pristup

T-DNA

1.1ZOLACE SEKVENCNE

1. IDENTIFIKACE FENOTYPU
SPECIFICKEHO MUTANTA

2. GENETICKE MAPOVANI

2. IDENTIFIKACE FENOTYPU

3. GENOVA IDENTIFIKACE
-pozicni klonovani 3. PRUKAZ KAUZALNi SOUVISLOSTI
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Osnova

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

= \yuziti inzercni mutageneze ve studiu kancerogeneze

Infekce EpMyc mysi retrovirem MoMuLV vede k tvorbé lymfomu, které
vznikly diky aktivaci Pim kinaz (ve 40% aktivaci Pim1 a v 15% aktivaci
Pim2), molekularni cile téchto kinaz byly neznamé
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Mikkers et al., Nature Gen (2002)




InzerCni mutageneze v prime
genetice

= \yuziti inzercni mutageneze ve studiu kancerogeneze

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




InzerCni mutageneze v prime
genetice

= \yuziti inzercni mutageneze ve studiu kancerogeneze
Infekce EuMyc dvojnasobnych mutantl pim1, pim2 retrovirem MoMulLV vede k
tvorbé lymfomuU, u kterych lze oCekavat aktivaci bud nékterého ze signalnich
partnerti Pim proteint (Y), nékterého z proteinti Pim signalni drahy (X) nebo k
aktivaci nékteré z pribuznych drah vedoucich k lymfomagenezi (Z)
a Eptyic b Eple Pirn == ¢ Euldvc Pimi== Pimz--

s —— Y
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Mikkers et al., Nature Gen (2002)




InzerCni mutageneze v prime
genetice

= |zolace genomovych oblasti pfilehajicich k mistu inzerce
proviru

a

Stépeni genomové DNA a ligace PN N

specialnich  linkerti, tzv. splinkerett N\f—'\/\’“

(zvyseni specifity amplifikace) [,,/ \.\1

PRy | Yrmm restricted
with enzyme X is
ligated to the
splinkerette
Splinkerette
primer a
5

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

Prvni amplifikace pomoci specifickych

primer(

Splinkerette
primer a

——

Devon et al., Nucl Acid Res (1994)

Mikkers et al., Nature

a

o |

RS | (umor DNA restricted
with enzyme X is
ligated to the
splinkerette

PCR with first
primer pair

e Gen (2002)
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InzerCni mutageneze v prime
genetice

Izolace genomovych oblasti pfilhajicich k mistu inzerce
proviru

a

Druha amplifikace pomoci ,nested” W\f\

primerl (zvySeni specificity) W

r/ ~

RS | (umor DNA restricted
with enzyme X is
ligated to the
splinkerette

PCR with first
primer a

3
/_

Devon et al., Nucl Acid Res (1994)

s Y ana e |
end

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

= |zolace genomovych oblasti pfilhajicich k mistu inzerce

proviru
a
. , * H
Sekvenace a lokalizace oblasti N N N
priléhajicich k protoviru vyhledavanim v N\f—'\/\’“
anotovanych databazich mysiho genomu [,/ \.\1
RN | Ymumesmmeu
with enzyme X is
ligated to the
splinkerette
) e |
Splinkerette P;I;{mvs:l;. ;.[sf
primer a
5 3 wobesive = SN |
5 end -
3 PCR with
nested
primer pairl
SNy |
Devon et al., Nucl Acid Res (1994) \ sequence and BLAST search

against the annotated m ouse
genome databases at
Ensembl and Celera

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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= metabolického profilu
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Metabolicke profllovam

= Metabolické profilovani rostlin

hromadnd a automatizovana analyza [
metabolitd (az 25.000) pomoci GC-MS .
technik v knihovnach T-DNA mutantt

miz 245
18.229 min
Malate

——s miz 304
IS 249 min

18191 min
unkngwn

W dillL LM bl

N retention time 50 min
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= Metabolické profilovani rostlin

hromadna a automatizovana analyza §
metabolitd (az 25.000) pomoci GC-MS .

technik v knihovnach T-DNA mutantt

identifikace (napf. i komeréné) zajimavych
mutantd

Vector
|

Vector 2

m Col2WT
m dgd?

@ C24WT
@ sddi-1
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Metabolické profilovani

= Metabolické profilovani rostlin

hromadnd a automatizovana analyza
metabolitd (az 25.000) pomoci GC-MS
technik v knihovnach T-DNA mutantt

identifikace (napf. i komeréné) zajimavych
mutantd

snadna a rychla izolace gen( pomoci
identifikace T-DNA zasazZenych sekvenci

16




Metabolické profilovani

= Metabolické profilovani rostlin

moznost vyuzit i specialni techniky, napf. mikrodisekce

Cryosectioning

> f | |
30 um stem } mM

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

» |dentifikace mutantl se zménou expresniho
profilu

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

» |dentifikace mutantl se zménou expresniho
profilu

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

moznost ¢asteéné automatizace (virtualni digitalni
mikroskopie)
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Vyhledavani pomoci
automatické mikroskopie EiF <,




Expresni profil

a2

WT

L

22




Osnova

= jdentifikace mutovaného lokusu
= plasmid rescue
= PCR
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|dentifikace mutovaného
lokusu

Identifikace chromozomalni pfestavby zodpovédné za
kefickovity fenotyp u Arabidopsis

= popis fenotypu
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|dentifikace mutanta

= zvInéné listy

= kefiCkovity fenotyp (poruchy
vétveni)

= chybgjici trychomy na listech a
na stonku

= opozdéné starnuti
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|dentifikace mutanta

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

(porovnej se standardnim typem C)
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|dentifikace mutovaného
lokusu

Identifikace chromozomalni pfestavby zodpovédné za
kefickovity fenotyp u Arabidopsis

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

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

N y —r ¢ = restrikéni  Stépeni  (EcoRI)
A A w Re mutantni genomové DNA

L= A
’ religace a transformace E.coli
s A = jzolace plazmidové DNA z

' pozitivné selektovanych klon(

» identifikovana sekvence byla
identicka s genem pro NAD7
kédovanym na mtDNA

colCRI
Sacl pu10l
ccB5! sil
coRI pnl Sphl SexAl glll
CACAGGAAACAGCTATGACATGAT TACGAATTCGAGC TCGGTACCCAATTCTATGAAAGAGT CTCGGGAGCCAGBATGCATGCCAGT TTCATACGAC CAGGTGGAGTGRCACAAGATCTGCCTCTTGRCTTATGTCGAGATATTBATTCC 0
GTGTCCTTTGTCGATACTGTACTAATGCTTAAGCTCGAGCCATGGGTTAAGATACTTTCTCAGAGCCCTCGGTCCTACGTACGGTCAAAGTATGCTGGTCCACCTCACCGTGTTCTAGACGGAGAACCGAATACAGCTCTATAACTAAGG
L nad7 sequence
Clal  Earl sgl tsl amHl
TTCACACAACAATTTGCTTCTCGTATCGATGAAT TAGAAGAGATGTCAACCGGCAACCGTATCTGGAAACAACGATTAGTGGATATTGGTACTGTCACTGCACAGCAAGCAAAGGAT TGGGGAATTGTAAATGGCTTCATGTCCGGGGGA 300

AAGTGTGTTGTTAAACGAAGAGCATAGCTACTTAATCTTCTCTACAGTTGGCCGT TGGCATAGACCTTTGTTGCTAATCACCTATAACCATGACAGT GACGTGTCGTTCGTTTCCTAACCCCTTAACATT TACCGAAGTACAGGCCCCCT
2

7 seq B T-DNA k)
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Identifikace mutovaného lokusu

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

= restrikéni Stépeni (EcoRl)

A ) i thes | R‘B A mutantni genomové DNA
> = purifikace, religace a PCR
N pomoci T-DNA specifickych
\ primerQ
B.

= klonovani a sekvencovani

= identifikovana sekvence

c D@ ‘ Y " nebyla homologni k zadné
) —I sekvenci se znamou funkci
RB
Hind 11 Hind I

29




|dentifikace mutovaného
lokusu

Identifikace chromozomalni pfestavby zodpovédné 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 klond s prdmérnou velikosti
inzertu 100 kb

bakterialni klony uspofadané v mikrotitracnich deskach

knihovna nanesena na nylonové filiry pro hybridizaci s
radioaktivné znaenou sondou
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Mapovani pomoci IGF-BAC databaze

1. Sekvence pfriléhajici k levé hranici T-DNA

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

» 18 s podobnosti k mtDNA

Il. Sekvence pfriléhajici k pravé hranici T-DNA

| » celkem 6 pozitivné hybridizujich klon(

= yvSechny lokalizovany na chromozomu 2
y y

NSV
Vensis
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Lokalizace genomové T-DNA priléhajici k levé i prave
hranici T-DNA na chromozomu 2

Sekvence pfiléhajici k pravé a leveé hranici T-DNA

rga  RNST mi421 PhyB er copl LTP  Ubique mi79a rga  RNS1 mi421  PhyB er copl TP Ubique mi79%

PO S G ————— " + ————+—

T, 10
B [4]15,409,958 bp
"‘J 17,009,000

SNP37  §M235.247,2

M B
2 £
i 3
G e @ s
w @ W g
paa e 2

T5p7 2Tl p17 ElaMio
s’ I |

|As7.75 cn
59

AUXL + EHB

= pravdépodobné doSlo Kk inverzi téméfF celého

Ch ro mOZO m u 2 rga  RNS1 mid21 PhyB er copl LTP  Ubique mi79
N ! —
Nad7 ORE9
B.
N <
Nadz; ~ 1 T-DNA R “ORE2
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Osnova

= Vyuziti knihoven bodovych mutantd v pfimé genetice
= poziéni klonovani
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|dentifikace mutovaného
lokusu

Pozi¢ni klonovani

podstatou je kosegregaéni analyza segregujici populace (vétSinou

potomstva informativniho zpétného kfiZzeni) s molekularnimi markery

SSLP (Simple Sequence Length Polymorphism)

o polymorfizmus délky genomu (PCR produktll) amplifikovaného

pomoci specifickych primeru
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

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

CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence)

o polymorfizmus délky restrikénich fragmenttd Usekl genomu

amplifikovanych pomoci PCR
RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA)

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

amplifikovanych usekli genomu
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Pozi¢ni klonovani

Priprava mapovaci populace

¥
Col Col

3

Ler Ler

Col Ler

[ |
m= + +_I §m

I 2%

Col Col Col Ler Ler Ler
[ | | N |
m —m m —- -m m—= -
M~ M mL I_M 1] _I I_M
Col Ler Col Ler Ler Ler
| ]

m o + m __J + m _Z +
M~ [m ™1 M M _I 1]
Col Col Col Ler LerLer
+ + + + + +

i+ 1 .
ML —M M = M M
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Rekombinantni analyza — urCeni procenta rekombinace
mezi mutaci a molekularnim markerem
r [%] = po¢et chomozomu Col/
pocet vSech chromozomu x 100

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

7/12x100 = 58%

* Analyza cca 2000 mutantnich linii

+ |dentifikace mutace pomoci sekvenovani
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Mapa DNA molekularnich markert

1CH

2849

33,0
ann

60,0
66,3
720

g3.8

113,0
17,3

1350

EAT
F21m12
ngags

Clw2
ZFPG

T27K125P6E

i

ngazen

ngalii
AATPASE

135

2CH
9.6 ngat4s
1.0 Gl 2
30,0 Clv 3
345
a0,7 ngati12e
7348 ngates
90,3
97,0 97

3CH
84 5,1
100
206 ngalgz
295
43,0 Chw
43,3 AhGAPAD
470
60,0 FIP2TGF 575
70,0 Clwa 65,0
76,2
a6.4 ngas B34
853
101,0 101
1047
1250

CIvWG

ngaliil

CIWWE

CIW7

ngall3g

ngal10v

125

85
100
143
16,0
23,7

334
420
50,5

68,4
7.0

798

88,0
93,1

1120
1150

1390

5CH

MUK11D
CTR1
nga22s
W16

nga249
nga 106
CIvyE

ngal3g

nga7e
PHYC

Ath30191
Clvwa

Ciwo

138
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Markery pro jemné mapovani

AGIHMap

Lister & Dean RY
Classical
m-RFLP
Goodman
GoodmanBAC
TIGR
Finkelstein

O
O
O
O
O
]
O

AGI Map

Altreann

Zoorm to == ¥

Zoom up to 200x to see
genes!

Search by name (e.g. UFO)

Selectrange (e.o
1500-2000)

AGI Map color key

Search by name (e.g. UFO)

Maps for Chromosome 2

for ail M: S f Op S

or ail Maps: Search Options Hiair @
Selected Maps &

IMapViewer Home
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Wiew Print-Version
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Osnova

= Vyuziti knihoven bodovych mutantd v pfimé genetice
= poziéni klonovani
= GWAS
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Genome Wide Association
Study - GWAS

cases controls
Variant with
¢ higher frequency ¢
- in cases than

controls

¥

Mot
e

(l g e e s

https://www.ebi.ac.uk/training-beta/online/courses/gwas-catalogue-exploring-
snp-trait-associations/what-is-gwas-catalog/what-are-genome-wide-association-
studies-gwas/

A typical GWAS study collects data to find out the common variants in a number
of individuals, both with and without a common trait (e.g. a disease), across the
genome, using genome wide SNP arrays. Variants associated with the disease, or
within the same haplotype as a variant associated with a disease, will be found at
a higher frequency in cases than in controls. Statistical analysis is carried out to
indicate how likely a variant is to be associated with a trait.

As GWAS analyse common variants, usually typed on commercial SNP arrays
(Figure 3), they do not generally identify causal variants. GWAS identify common
variants which tag a region of linkage disequilibrium (LD) containing causal
variant(s). Additional or follow-on studies are usually required to narrow the
region of association and identify the causal variant
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Klicové koncepty

= Pfima genetika umoziuje cilené vyhledavat zajimave
fenotypy, jejichz asociace s urgitym genem/lokusem neni
dosud znama

= Lze vyuzit jak inzeréni mutageny, tak mutace bodové
= Inzeréni mutace
= (vétSinou) mutace se ztratou funkce (loss-of-function)
= iPCR
= plasmid rescue
= Bodové mutace
= Jak mutace se ztratou funkce (loss-of-function), tak i
= Mutace se ziskanou funkci (gain-of-function)
= pozi¢ni klonovani
= GWAS
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