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Osnova

1. Geneticky polymorfismus

- obecné

- polymorfismus DNA
e molekularni podstata
e molekularni disledky mutaci
e vyuziti polymorfismu DNA
e vybrané metody studia
e ovérovani piivodu

2. Mapovani genomi hospodarskych zvirat
- cile analyzy genomi
- vychodiska
- genetické mapovani (vazbové)
- cytogenetické mapovani (chromozomové)
- mapovani pomoci somatického hybridniho panelu
- mapovani pomoci radiacniho hybridniho panelu
- komparativni (srovnavaci)
- urceni uplné sekvence (s polohou vSech genii a markerti)
- vyuZziti genomovych map



Cile studia genomiu hospodarskych zvirat

- poznani organizace genomu a pochopeni funkce geni ovliviiujicich
uzitkovost a zdravi

- zlepSeni Slechtitelské prace vyuzitim MAS (marker assisted
selection)

- izolace vyznamnych genu (konstrukce transgennich zvirat)

- poznani evolu¢nich vztah mezi genomy zvirat a ¢lovéka

- studium animalnich modeli lidskych chorob



Analyza genomu

Odhalovani variability DNA a celkova analyza
genomu zvirat zahrnuje:

a) identifikaci genetickych markeru
b) konstrukci genetickych map
c) konstrukci map QTL

d) lokalizaci a popis genu podilejicich se na projevu
uzitkovych vlastnosti

e) urCeni uplné sekvence DNA genomu

Cil: Vyuziti v selekci podporovane markery (MAS) a
genomicke selekci



Molekularni podstata polymorfismu DNA

- bodové mutace (zaména jedné baze; SNP — single nucleotide polymorphism; dvé kategorie:
tranzice — transition = zaména purin za purin, nebo pyrimidin za pyrimidin; tj. A—>G, G—A,
C—T nebo T—C; transverze — transversion: zdmeéna purinu pyrimidinem nebo pyrimidinu

purinem,

t]. A—C, A—T, G—C, G—T, C—A, C—G, T>Anebo T-G)

- zaména nékolika bazi

- inzerce

- delece

- inzerce/delece (indel)

- translokace (premisténi segmentu DNA do jiného mista)

- inverze (obraceni segmentu DNA)

Repetitivni polymorfismus

e minisatelity (VNTR - variable number of tandem repeats; 10-100 bazi; DNA se rozstépi
restrikénim enzymem, fragmenty se separuji elektroforézou v agarozovém gelu a provede se
hybridizace s minisatelitovou sondou - fingerprint)

e mikrosatelity (STR — short tandem repeats; tandemova opakovani, nejéastéji 1, 2, 3, 4 nebo 5
nukleotidii, napr. T, AC, GGC, ATTT, ACCGG:; piivod mikrosatelitii — prokluzovani pri
replikaci — replication slippage, tj. DNA templat a jeho kopie posunutim zméni své relativni
polohy, takze ¢ast templatu je bud’ kopirovana dvakrat, nebo vynechana)



Molekularni dusledky mutaci

. 1. V kodujicich sekvencich:

Bodové mutace:

* substituce baze ve funk¢énim tripletu na stop kodon
(nonsense mutation; TAT — tyrosin; TAA — stop; diisledek — pred¢asné ukon¢eni
translace)

* mutace zpusobujici zaménu aminokyseliny (missense mutation; CAT — histidin; CAA
— glutamin)

* mutace, ktera neméni aminokyselinu (synonymni; silent; CAT — histidin; CAC —
histidin)(degenerovany geneticky kod — vice neZ jeden kodon pro vétSinu
aminokyselin)

* mutace nékolika sousednich bazi (vétSinou dochazi k zaméné aminokyseliny)

Inzerce nebo delece:

* tri baze nebo nasobek tFi — vloZeni nebo vynechani jedné nebo vice aminokyselin
Vv polypeptidovém retézci

* jiny pocet neZ nasobek tri bazi — posun faze translace (frameshift mutation)

Chromozémové aberace (translokace; inverze) — vyznamné zmény proteinu

. 2.V regulacnich sekvencich, zesilovacich a zeslabovacich:

* ovlivnéni funkce genu, a v disledku, syntetizovaného proteinu, podle toho, jak zména
Vv sekvenci postihla funkci dané oblasti (od Zadného dopadu aZ po absenci proteinu)

. 3. V ostatnich nekodujicich a anonymnich sekvencich:
* ve vétSiné pripadi nema funkéni dopad



Nékteré priklady nasledki variability v DNA sekvenci genti

Splice donor variant: A splice variant that changes the 2 base region (GT) at the
5' end of an intron

Splice acceptor variant: A splice variant that changes the 2 base region (AG) at
the 3' end of an intron

Stop gained: A sequence variant whereby at least one base of a codon is changed,
resulting in a premature stop codon, leading to a shortened transcript

Frameshift variant: A sequence variant which causes a disruption of the
translational reading frame, because the number of nucleotides inserted or
deleted is not a multiple of three

Stop lost: A sequence variant where at least one base of the terminator codon
(stop) is changed, resulting in an elongated transcript

Initiator codon variant: A codon variant that changes at least one base of the first
codon of a transcript

Inframe insertion: An inframe non synonymous variant that inserts bases into in
the coding sequence

Inframe deletion: An inframe non synonymous variant that deletes bases from the
coding sequence

Missense variant: A sequence variant, that changes one or more bases, resulting
in a different amino acid sequence but where the length is preserved

Synonymous variant: A sequence variant where there is no resulting change to the
encoded amino acid

Stop retained variant: A sequence variant where at least one base in the
terminator codon is changed, but the terminator remains

Intron variant: A transcript variant occurring within an intron

(Uvedeno 12 typu variability z celkového poétu 25) (http://www.ensembl.org/)



Vyuziti polymorfismu DNA

ovérovani puvodi (kontrola rodicovstvi)

mapovani genomi (genetické, vazbové mapy)

mapovani QTL (lokustu pro kvantitativni znaky)

poznani chemické struktury proteint

identifikace doposud neznamych proteinii

identifikace alelickych variant zodpovédnych za poruchy metabolismu
(genetické choroby)

identifikace alel priznivé ovliviiujicich uzitkové vlastnosti

odhalovani funkc¢nich rozdili mezi produkty ruznych alel

fylogenetické analyzy
zjisténi genetické struktury plemen nebo linii hospodarskych zvirat
zjisténi genetické vzdalenosti mezi plemeny nebo liniemi hospodarskych
zvirat
studium genetické diverzity



Nejpouzivanéjsi metody

v molekularni genetice zvirat

Separacni metody (Elfo) h) SSCP
Denaturace a hybridizace ) DGGE

RETP i) AFLP
g k) RAPD

. . 1) Pyrosekvenovani
Detekce mikrosatelitu ) J U
m) PCR v realném case

(real-time PCR)
n) DNA array (Cipy)

Sekvenovani
PCR-RFLP



Markery pro mapovani

a) Markery typu I, tj. exprimované geny (komparativni, méné vazbove)

b) Markery typu II, tj. vysoce variabilni sekvence DNA bez vlastniho
fenotypového projevu, nekodujici sekvence (vazbove, ne komparativni)

c) Markery typu III — SNP (jednonukleotidove polymorfizmy), vazbove

Ad a) RFLP: pivodni markery pro mapovani lidského genomu, s PCR je
testovani snadné a jednoznacné, avsak maji malou hustotu v genomu

b) mikrosatelity: dnes nejvyznamnéjsi markery pro vazbové mapovani

c) SNP: vysoka hustota (cca kazdych 500-1000bp), maly polymorfizmus
(vétsinou jen bialelické), jednoducha analyza, automatizace

d) STS (sequence tag site-misto s adresou sekvencni): jedine¢na sekvence
obvykle 200 — 400 bp, amplifikovatelna PCR.

napf. mapovani pomoci RH panelu a vybér BAC klont pii sekvenovani.



Mikrosatelity

Mikrosatelity: kratké tandemové repetice slozené z mono, di, tri
nebo tetra nukleotidovych motivu.

Vysoce polymorfni = ruzne¢ alely. Jejich pocet je relativné vysoky
(5-20).

Napt. (GC), n =5-25 opakovani

5 ATCGGTATTGCGCGCGCGCGCGCGCTACGTT 3° n=8

5 ATCGGTATTGCGCGCGCGCTACGTT 3° n=>5
5 ATCGGTATTGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCGCTACGTT 3° n=11

(AT) . (GT) ., (TG) ,,TA(TG) , (TA), A (TA) , TTTATAAACC (GT) ,,



Mikrosatelity-typy

Dinukleotidové repetice:

Vyskyt kazdych 300-500 kb.

a) pravidelné repetice bez preruSeni (napi. (CA), ) (perfect)

b) nepravidelné repetice (napt. (CA),CG(CA),,) (imperfect)

c) preruSené repetice (napt. (CA) CCA (CA),, ) (interrupted)

d) sloZené repetice (napt. (CA),(TG),,) (composite)

(AT)(GT) 4 (TG),, TA(TG),(TA), A (TA), TTTATAAACC(GT),,

Tri- a tetranukleotidové repetice:
Vyskyt kazdych 3 000-5 000 kb.

Nejrozsitenéjsi - (AAB),, , kde B= C,G nebo T.

U tetranukleotidovych repetic prevlada (AAAB), .

asociace s vmezerenymi repetitivnimi Alu elementy.



Figure 6.17 The use of microsatellite analysis in genetic
profiling.

In this example, microsatellites located on the short arm of
chromosome 6 have been amplified by PCR. The PCR
products are labeled with a blue or green fluorescent marker
and run in a polyacrylamide gel, each lane showing the genetic
profile of a different individual. No two individuals have the
same genetic profile because each person has a different set
of microsatellite alleles, the alleles giving rise to bands of
different sizes after PCR. The red bands are DNA size
markers. Image supplied courtesy of PE Biosystems,
Warrington, UK, and reproduced with permission.



Comparison of partial sequences of five alleles
exhibiting length polymorphism in the repeat region
(locus SCZ001) of the porcine APOAZ gene

Allele 325 81 TGCAGCCCTAAAAGGACAAAAGACAAAGAAAGAAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGA-——————————————————————————— 142
Allele 329 81 TGCAGCCCTAAAAGGACAAAAGACAAAGAAAGAAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGA-——————————————————————— 146
Allele 349 81 TGCAGCCCTAAAAGGACAAAAGACAAAGAAAGAAAGAAAGGAAGGARAGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGRAAGGAAGGA-——————————~— 158
Allele 359 81 TGCAGCCCTAAAAGGACAAAAGACAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGA-——————————————————— AGAAAGAR 150

Allele 390 81 TGCAGCCCTAAAAGGACAARAGACAARAGAAAGARAGAAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGAAAGAA 170

hkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkdrhbhrbhkhrkhkhkhkhrkhbhhbhkhhkkhkhkkhkhkhkhkk (hkkhk (hkhhhkhkhkkhkhkkhkdhhkhhkhkhkrk

Al lgls 325 A3 eowmssmos ey CGAACGAACGAACGAAAGARAGAAAGAAA-———————————————————— AGGAAAGAAAATTTCCTCATCTCC 195
Allele 328 14) occocmo—m=mme—e CGAACGAACGAACGAAAGAAAGAAAGADA———————=——=—mm o s o ————— AGGAAAGAAAATTTCCTCATCTCC 199
Allele 349 159 -—-———-——- CGAATGAACGAACGAACGAACGAAAGAAAGAAAGAAA-———————————————————— AGGAAAGAARATTTCCTCATCTCC 219
Allele 359 151 AGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGA--—————————-— AGGAAAGAAAATTTCCTCATCTCC 229

Allele 390 171 AGAAAGAAAGAAAGARAAGAAAGAAARGAAAGAAAGAAAGAAAGARAGAAAGAAAGAAAGAAAAAAARAGGAAAGAAAATTTCCTCATCTCC 260

*hkk kkk Kk k  kokokok ok okok ok ok ok ok ok okok ok k dhkhkhkhkkhkkhdrhkhkddhkhhhkkkkkkhdx



Frequencies of Eco471ll and SCZ001T alleles
of APOAZ2 gene in different breeds of pigs *

Breed No. of Eco471ll SCZ001

animals A B 321 325 329 349 354 359 370 378 382 390 394 396 419 424 432
Large White 14 0.93 0.07 0.11 0.64 0.00 0.07 0.00 0.00 0.00 0.00 0.04 0.00 0.00 0.14 0.00 0.00 0.00
Landrace 12 0.58 0.42 0.04 0.46 0.00 0.38 0.04 0.00 0.00 0.04 0.04 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Pietrain 18 0.94 0.06 0.00 0.92 0.00 0.06 0.00 0.00 0.00 0.00 0.03 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Black Pied Prestice 7 1.00 0.00 0.00 0.50 0.00 0.00 0.00 0.00 0.14 0.00 0.00 0.07 0.14 0.00 0.00 0.14 0.00
Czech Meat Pig 15 0.77 0.23 0.00 0.33 0.17 0.23 0.00 0.00 0.07 0.07 0.03 0.03 0.00 0.07 0.00 0.00 0.00
Hampshire 5 1.00 0.00 0.00 0.50 0.50 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Duroc 5 1.00 0.00 0.00 0.30 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.10 0.40 0.00 0.20 0.00 0.00 0.00
Meishan 12 1.00 0.00 0.00 0.21 0.00 0.00 0.00 0.46 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.29 0.00 0.04

*Allele Eco47111 B appears to cosegregate with SCZ001 alleles 349 and 354 in our set of pigs.



Neigbour-joining phylogenetic tree

Figure 3 NJ tree showing the genetic divergence among European pigs and Chinese pig populations, using Nei's standard distance on the basis of
allele frequencies from 18 microsatellites (referred from Laval et al. 2000). The number in the branch indicates the percentage occurrence in 1000
bootstrap replicates. Abbreviated breed codes are the followings, FRBA (France Basque), FRGA (France Gascon), FRNO (France Normand or
Blanc de I'Ouest), FRLI (France Limousin), SEWP (Sweden European Wild Pig), SELR (Sweden Swedish Landrace), BEPI (Belgium Piétrain),
NLLW (the Netherlands Great Yorkshire), DKSO (Denmark Sortbroget), DELR (Germany German Landrace), DESH (Germany Schwébisch-
Héllisches). (Fan et al., Animal Genetics 33, 422-427, 2002)
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Polymorfismus MYF 5 prasete

Hpall
Hpall-1 AA AB AA Rsal
Hpall2 pcR AA BB AB M AB BB AA

o1« TS
~820 bp/ ey i v:: e
472 bp— - —
~390 bp—~ T e e~ ~— RN
256 bp/ ¢ - ¥ 1 A T 230 bp

199 bp ~~



PCR-RFLP of SKI gene
(restriction with A/W26l)

M AB BB AA AB BB AA PCR

1.0 kb

0.5 kb

0.3 kb
364
331

(position 304 — 305: Pietrain — TC; Meishan CG)



A comparison of amino acid sequences
of the SKI fragments from Pietrain and Meishan pigs

Pigtrain
Me1shan

Pigtrain
Meishan

CSRCTADQLEILKVMGILPFSAPSCGLITKTDAERLCNALLYGGAYPPPCKQELAASLAL 60
CSRCTADQLEILKVMGILPFSAPSCGLITKTDAERLCNALLYGGAYPPPCKQELAASLAL 60
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Length polymorphism (insertion/deletion) of the PRE

3.0 kb
1.5kb
1.2 kb
1.0 kb

in intron 2 at PREA locus of porcine GBA

LS LL SS LS LL SS LS

1523 bp
1185 bp



AC CC BB CC CC BC AC AA AA BB AB

a)
Electrophoresis showing
length polymorphism
at PREB locus
h .
o of porcine GBA
bp
~ 360
bp a) Separace PCR produktii
v agarozovém gelu
AC_CC BB _CC_CC_BC _AC_AA _AA BB _AB b) Elektroforéza stejnych PCR
b) produktii jako v (a), po Stépeni
BamHI
h h
239 bp 212 bp
212 bp 173 bp
119 bp 119 bp

75 bp




L35

Lw21l
Lw21l
M218

L35

Lw21
Lw21l
M218

L35

Lw21l
Lw21
M218

Allele
Allele
Allele
Allele

Allele
Allele
Allele
Allele

Allele
Allele
Allele
Allele

(@R ve I " = O W

QW

Comparison of four partial sequences
of three alleles (A,B,C) at the PREB locus

61
61
61
61

141
139
102
140

221
219
182

(SINE in intron 4) of GBA gene

CGGTTGACTCAGATTCACATATCTTGGTCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGCCATTTCTTGGGCCACTCCCGCGGCAC
CGGTTGACTCAGATTCACATATCTTGGTCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT--GCCATTTCTTGGGCCACTCCCGCGGCAC
CEETT G ACT R G T D A= e e e e e e e S e o T S T Y T P T e TTTCTTGGGCCACTCCCGCGGCAC
CGGCTGACTCAGATTCACATATCTTGGTCTTTTTTTTTTTTTTTTTITTTTT-GCCATTTCTTGGGCCACTCCCGCGGCAC

*hkk ok k ok ok kokokok ok okokkk kok ok ok ok ko ok ko kk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

CTGGAGGTTCCCAGGCTAGGGGTCTAATCGGATCTGTAGCTGCCGGCCTACACCACAGCCACAGCAACTTGGGATCCGAG
CTGGAGGTTCCCAGGCTAGGGGTCTAATCGGATCTGTAGCTGCCGGCCTACACCACAGCCACAGCAACTTGGGATCCGAG
CTGGAGGTTCCCAGGCTAGGGGTCTAATCGGATCTGTAGCTGCCGGCCTACACCACAGCCACAGCARCTTGGGATCCGAG
CTGGAGGTTCCCAGGCTAGGGGTCTAATCGGATCTGTAGCTGCCGGCCTACACCACAGCCACAGCA-——~~=———===——

B T R R R e R e R R R R R R S i

CCGCGTCTGCGACCTACACCACAGCTCACGGCAACGCCAGATCCTTAACCCACTGAGCAAGGCCAGGGATCCAACCCACA
CCGCGTCTGCGACCTACACCACAGCTCACGGCAACGCCAGATCCTTAACCCACTGAGCAAGGCCAGGGATCCAACCCACA
CCGCGTCTGCGACCTACACCACAGCTCACGGCAACGCCAGATCCTTAACCCACTGAGCAAGGCCAGGGATCCAACCCACA
————————————————————————————————— ACGCCAGATCCTTAACCCACTGAGCAAGGCCAGGGATCCAACCCACA

B i R b b b S O S e L e S S U O S i b e

140
138
101
139

220
218
181
185

300
298
261
252



f) SSCP

(single-stranded conformation polymorphism)

- Konformacni polymorfizmus jednoretézcii

- vzorek (produkt PCR) se nanasi po denaturaci na
nedenaturacni PAGE za konstantni teploty

- SSDNA = konformace = mobilita
- separace vlaken DNA liSicich se az jednim NT

. . SSCP (autoradiografie)




g) DGGE

(denaturant gradient gel electrophoresis)

- denaturacni gradientova gelova elektroforéza

- nedenaturované fragmenty DNA se separuji v PAA gelu o
gradientu denaturantu na zaklad¢ své velikostli a
teploty tani

sekvence = T, = stupen denaturace = mobilita

(nizsi T, = diiv se denaturuje = zpozdi se)

denaturované molekuly se pohybuji pomaleji

- umoznuje detekovat | SNP



Denaturant
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DGGE - typy

Denaturant: moc¢ovina, formamid

Typy gelu:

perpendikuldrni paralelni

£
2
i



DGGE

(fotografie gelu)

CcC CC AB AC AA AB CcC AC AC AA AC

Analyza genotypu genu MYOD1 pomoci paralelni DGGE.
Heteroduplexy viditelné u heterozygotu AB a AC

Odvozené metody:

- CDGE (constant denaturant gel electrophoresis - gelova
elektroforéza pii konstantni koncentraci denaturantu

- TGGE a TTGE : teplotni gradient, ¢aste¢né nebo Uplné denaturace
molekuly DNA je dosazeno teplotou



h) AFLP

(amplified fragment length polymorphism)

- detekce DNA restrikcnich fragmentii pomoci PCR amplifikace

- Amplifikace restrikénich fragmentii probiha pomoci ligace ds
adaptorovych sekvenci na konec restrikéniho mista, coz slouzi

jako ,,univerzalni‘ vazebné misto pro primery pii PCR

Vyhody a vyuziti AFLP:
a) neni treba znat sekvenci (biodiverzita,  genetické

vzdalenosti)
b) 1ze odecitat kodominantné (genetické mapovani)

c) vysoka hustota markera (pozi¢ni klonovani)
d) umozZnuje srovnani celkové genomové DNA i klonl

genomoveé DNA a tvorbu ,,transkrip&nich profilti* pfi expresni

analyze.

DNA fingerprint pomoci AFLP
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Genomova DNA

[] -&astRES
D - selektivni baze Stépeni restriktazami
D>——-d D—C OD——ad
D——@4 OD—d

A F L P ligace adaptor(
+ [

CI>——q1T 1 [CDO—«1] CID>—«(1T1
(schéma)
SCHE CDO——T1 L1 D—1 |
PCR s neselektivnimi - neselektivni amplifikace
primery - preamplifikace /
PCR se selektivnimi - selektivni amplifikace
(AFLP) primery
+ I
/
T T L1 D>—1 |
1D I L1 D—1 1
CI>—T ] ——
CID>—— 1 L 1Ph— 1
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separace na gelu
(AFLP fingerprinting)



AFLP procedure
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) RAPD
(random amplified polymorphic DNA)

Ndahodné amplifikovana polymorfni DNA
- pro tvorbu genomového fingerprintu, kde je malo znamo 0 sekvenci
- zahajeni PCR - kratky malo specificky oligonukleotid (obvykle 10NT

- detekce velkého mnozstvi polymorfizmt (genetické mapy, mapovani
QTL, fingerprinting, genctickych vzdalenosti
- lokalizace SNP neznama.
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K) Pyrosekvenovani

(sekvenovani pri syntéze)

-sekvenovani Vv realném cCase, bez nutnosti pouziti gelové
elektroforézy

- probiha paralelné (96 vzorkli soucasn¢)
- VyuZziti: - detekce mutaci (SNP)
- kvantitavni stanoveni (odhad frekvence alel)

Polymerase

E ciferase




Pyrosekvenovani

Pyrosekvenovani (angl. pyrosequencing) je jedna z novéjsSich
metod sekvenovani DNA. Je sice (podobné jako Sangerova
metoda) zalozena také na syntéze novych sekvenci DNA, ale
1lisi se zpusobem, jak je detekovano zac¢lenéni daného
nukleotidu (nevyzaduje elektroforézu). Pyrosekvenovani
vyvinul v roce 1996 ve Stockholmu profesor Pal Nyrén se svym
studentem Mostafou Ronaghi.

Ve smési pro pyrosekvenovani musi byt pritomno velké
mnozstvi enzymi, mimo DNA polymerazy jesté ATP sulfurylaza,
luciferaza a apyraza; ze substratud pak adenosinfosfosulfat a
luciferin. Do této smési jsou postupné vkladany nukleotidy
raznych typu (dATP, dGTP, dCTP, dTTP). KdyZz se po p¥idani
jednoho z nich uvolni svételné zareni, znamend to, Ze se do
vznikajiciho fetézce zaclenil jeden nebo vice nukleotidu
tohoto typu. Toto svétlo zde vznika v dusledku enzymatické
reakce, na jejimz zacatku je uvolnéni pyrofosfatu z nové
zaclenéného nukleotidu a na jejimz konci je spotreba
vzniklého ATP luciferazou k oxidaci luciferinu.



Pyrosekvenovani
(pyrogram)

Postup: Ziskani PCR fragmentu; odstranéni volnych nukleotidii a primert; piidani

sekvenac¢niho primeru; vlastni pyrosekvenovani (postupné pridavani nukleotida a
enzymi; automatizace reakce)

180

100 —

Relative light units

1 UL AL L

T G ) T T Gl
C:ThGACTGACTGGAGCTGA:C

Nucleotides added



1) PCR v realném case
(real-time PCR)

- moderni metoda umoznujici sledovani pribéhu PCR v realném case
- na zakladé sledovani intenzity fluorescen¢niho signalu

a) kvantitativni PCR v redlném cCase - kvantifikace genomové DNA (napf.
viry, GMO) nebo mRNA (studium exprese)

b) pro analyzu bodu tani produktu (melting analysis) — ovéfeni identity a
kvality produktu (amplifikatu)

C) pro genotypizaci - pfimé stanoveni genotypu (pomoci analyzy bodu tani
nebo hybridiza¢niho systému).

Technika mtze byt plné
automatizovana, ale
vyzaduje nakladné
zarizeni

LightCycler S



Znazornéni prubéhu amplifikace pii real-time RT-PCR (dle Applied Biosystems)
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Agaroézova elektroforéza multiplex PCR produkti ¢cDNA (EEF1A1, EEF1A2 a GAPDH)
pripravenych z mRNA tkani dospélych prasat. Ukazka transkripénich profili.

M100 EEF1Al GAPDH EEF1A2 liver spleen lung kidney ovary  fat ':':dpeh

500 bp =—

200 bp — _157bp

—
1
100 bp = 35 bp

M100 EEFIAl GAPDH EEF1A2 m.bf. m.it. heart tongue 9%  prin
phragm

500 bp —

200 bp —
g _157 bp

= 135 bp

SR == 111 bp




m) DNA array

(DNA chips, biochips)

- umisténi ve forme tecek (spotit) na folie nebo sklicka
- hybridizace na fadové¢ tisice spotu

- zaloZeno na hybridizaci zna¢encho vzorku (DNA, RNA) na DNA zname
sekvence

Vyuziti:
- studium exprese gent
- detekce SNP

- genotypovani M CattleArray3800

3l Contains 3820 selected cDNA clones

Microarray: cDNA, oligo

o0

Oligoarray (50-70mer): ® ¢ ‘
HS- 16 659 genii
MM- 13443 gentl




Diagram lllustrating the SNP Genotyping Procedures

Target prep

Amplify

AVAYAYATATATATATAVATATAN
LAVAVAVAVAVAVAVAVAVATAVAY

|

Fragment

N s
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N AV

Hybridization

Capture §

B

Label
CAYA S
CAYA G
AYAY
CAYA Y

Labeled solution probe

Ligation

Differentiate

NNMA
AVAYAY
NANS

AVAV VAV LV,

AYAYAV A VAVE

Signal amplification

Stain and image
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genotyping

y

Autoloader

illumina




Biochemicka genetika
Genetické diference v biochemickém sloZeni jedincii téhoz druhu.
Geneticky polymorfismus je vyskyt dvou nebo vice variant u téhoz druhu, v téze
dobé a v takovém méritku, Ze nejridc¢eji vyskytujici se varianta se nemuze udrzet
pouze opakujici se mutaci.
Nejvétsi pozornost byla vénovana bilkovinam.
Struktura bilkovin: - primarni (poradi aminokyselin)
- sekundarni (prostorové usporadani sousednich aminokyselin)
- terciarni (prostorové usporadani celého polypeptidového
retézce)
- kvarterni (subjednotkova struktura)
Typy biochemické variability:
a) chybéni nékterych slozek
b) variabilita v kvantité nebo aktivité nékterych slozek
¢) molekularni variabilita (polymorfismus) proteinu

ad a) Chybéni nékterych slozek

- delece odpovédného strukturniho genu

- mutace strukturniho genu zabrani vzniku funk¢niho proteinu

- porucha regulace genu

- protein (enzym) je produkovan v normalnim mnoZzstvi, ale je nefunk¢ni (zaména
dilezité aminokyseliny v aktivnim centru)



Piiklady: - absence nékterych enzymii nezbytnych pro metabolismus fenylalaninu. Dusledek:

fenylketonurie, albinismus, tyrozinéza, alkaptonurie

- absence riiznych bilkovin, ¢asto enzymii, u ¢lovéka nebo u zvirat (1gA, alfa 1-antitrypsin u
clovéka, atropinesterdza u kraliki, esterdza u ovci aj.)

ad b) Variabilita v kvantité nebo aktivité

- zvySena koncentrace (u mikroorganizmii)

- sniZena koncentrace (heterozygotni stav genu — jedna alela funk¢ni, druha
nefunkc¢ni; mutace v promotoru, pripadné v zesilovacich; mutace ve strukture
proteinu, zejména v aktivnim centru)

ad c¢) Molekularni variabilita proteint
- polymerismus
- konformac¢ni variabilita
- alomerismus: primarni - sekvenc¢ni
- prosteticky
kvarterni - usporadani podjednotek

Primarni sekvencni, ¢astecné prosteticky alomerismus = polymorfismus



Metody studia:
Elektroforéza: - agarovy/agaroézovy gel

- Skrobovy gel

- polyakrylamidovy gel

- dvojrozmérna elektroforéza
Izoelektrofokuzace
Vyuziti histochemickych a biochemickych metod
Western bloting a detekce pomoci protilatek, aj.

Priciny rozdilné migrace pri elektroforéze:
- molekulova hmotnost

- konformace

- elektricky naboj

Riizné metody separace vyuzivaji rozdilnych aspekti nebo jejich kombinaci pro
pozadovanou separaci.



Pri studiu polymorfismu hraje nejvétsi alohu elektricky naboj proteinu v daném
PH pufru — jiz mala zména naboje proteinu ma za nasledek zménu migrace pri
elektroforéze. Zvlasté velkou roli na ovlivnéni elektrického naboje maji
aminokyseliny - kyselina asparagova a glutamova, které maji zaporny naboj,

a lyzin, arginin a histidin, které maji kladny elektricky naboj.

Zaména neutralni aminokyseliny nékterou z vyse uvedenych aminokyselin (a vice
versa) ma za nasledek zménu naboje celé proteinové molekuly, ktera se projevi
zménou migrace pri elektroforéze.

Na vysledném elektrickém naboji proteinové molekuly se rovnéz podileji
prostetické skupiny, které maji elektricky naboj — u glykoproteinii je to zejména
kyselina sialova, u fosfoproteinu kyselina fosfore¢na. Tyto prostetické skupiny jsou
pri¢inou heterogenity proteini.

Pri¢iny polymorfismu:

- zaména jedné aminokyseliny

- zaména nékolika aminokyselin

- rozdily v prostetickych skupinach
- delece

- inzerce

- duplikace

- nerovnomérny crossing-over

- posun faze translace



Teoreticke a praktické aspekty studia polymorfnich bilkovin

studium chemického sloZeni bilkovin

funkcni rozdily v bilkovinach jako dusledek jejich polymorfismu
studium genetické vazby a konstrukce chromozomovych map
studium podobnosti mezi bilkovinami ruznych télnich tekutin
studium riuznych otazek evoluce, systematiky a biologie Zivoc€ichii
objasnovani fylogenetického ptuvodu hospodaiskych zvirat
studium struktury plemen a linii hospodarskych zvirat
zjisStovani genetické vzdalenosti mezi plemeny a liniemi
hospodarskych zvirat

kontrola rodicovstvi u hospodarskych zvirat

hledani vztahii mezi fenotypy polymorfnich bilkovin a uzitkovymi
znaky

Slechténi ryb



Chemické sloZeni proteinu

- zaména jedné aminokyseliny

- zaména nékolika aminokyselin

- rozdily v prostetickych skupinach
- delece

- inzerce

- duplikace

- nerovnomeérny crossing-over

- posun faze translace

Priklad: lidsky hemoglobin:

normalni hemoglobin A — v B Fetézci na 6. pozici — kyselina glutamova
srpkovity hemoglobin S — v § Fetézci na 6. pozici — valin

(Takovych zamén je u lidského hemoglobinu popsano na 200)

e



Vztahy mezi variantami kravského mléka: o ,-Cn, a,-Cn, p-Cn a k-Cn
(Varianty o,-Cn C, a,,-Cn A, B-Cn A? a k-Cn A jsou povaZovany za ptivodni typy)

192 Gly—Glu - (14 az 26)
¢,-CnC »»—»>—>—>—> B —HS>>o>o>sH>o—>o—A Ze schématu je patrno:
| 59 GlIn—Lys 1 53 Ala — ThrP

- nékolik mutaci ovliviiuje fosfopeptid.
Zajimavé je srovnani varianty p-Cn C a
B-Cn E s variantou B-Cn A? (ve které je na
pozici 35 SerP). Toto srovnani ukazuje na

ulohu Glu 37 pro fosforylaci Ser 35.

oo K - D

- (51— 59)
0,-ChA »>—>—>—>—>— D

67 Pro—His 122 Ser—Arg

- u dvou variant se vyskytuji delece, které
B-Cn A2 5555 > Al

———>———— B nejsou zanedbatelné: 13 aminokyselin

| 106 His—Gln 137Glu — Lys u 0,;-Cn A a9 aminokyselin u a,,-Cn D.
oo C ——>—>—>—>—> A3
-| 18 SerP—Lys (35 SerP—Ser)
———— D
-} 36 Glu—Lys
———> E
148 Asp—Ala

k-ChA »—>—>—>—>—> B



Ve vy3Se uvedenych pfikladech se jednotlivé genetické
varianty proteinu LiSily zadménami jedné aminokyseliny nebo
deleci nékolika zbytkG. U nékterych bilkovin se varianty odli-
Suji v nékolika aminokyselinach. Napfiklad ovéi globinovy fe-
tézecfg varianty Hb A se odli3uje od Hb B v 7 aminokyselinach

/WILSON et al., 1970/:

49 57 74 75 119 128 143
Hb A Ser Ala Val 6Llx Ser Glx Arg
Hb B Asx Pro Met Lys Asn Asp Lys

Dalsf z ovéich hemoglobinl, anemicky hemoglobin C, mad Fetézec
o/ ididenticky s X Ffet&zcem Hb A a Hb B, ale odlLi3uje..- se v Fe-

tézci (Q -

Aminokyselinova sekvence ﬁc Feté&zce se Lisi nejméné v 16 amino-
kyselinach od @A a nejméné v 21 aminokyselinéch od {38. Srovna-
n{ N-koncovych sekvenci @B a Qc vypada nasledovné /pro podrob-
n&j34 diskusi viz MANWELL a BAKEROVA, 1970/:

@B net-leu-thr-ala-glu-glu-lys—ala—ala-val-thr-ély-phe-trp

(¢ PRO-ASN-lys-ala-LEU-ILE-thr-SER-phe-trp



Hb A B A AB AB AB AB AB AB A B A A AB AB
i) =+ o 5
C C C C
1. Separace ov¢ich hemoglobint pii elektroforéze ve $krobovém gelu. — Separation
of sheep hemoglobins in starch gel electrophoresis



Polymorfismus a funkce proteinu

- Zadna zména funkce (neutralni mutace)
- funkce je zménéna
- protein ztratil svoji funkci

- protein neni syntetizovan

Zaména aminokyseliny miZe a nemusi ovlivnit funkei - v
zavislosti na tom, ktera aminokyselina Jje zaménéna. Je-li
zaménéna aminokyselina, ktera je v aktivnim centru enzymu nebo
ovliviuje fyzikalné-chemické vlastnosti proteinu, dochazi ke
zméné funkce (sniZeni nebo ztrata aktivity). PFi zaméné v mistd,
které nemd&d vliv na funkci nebo vlastnosti, zlUstava aktivita
nezménéna (neutrdlni mutace). Polymorfnich proteintt (variant) s
nezménénou funkci Jje vétsina. Zménéna funkce - priklad

hemoglobin S, kappa - kasein kravského mléka.

Deficience specifickych enzymi - velky podet —> genetické choroby.



Schématické znazornéni zakladnich typu proteinového polymorfismu po
elektroforetické separaci (dialelicky lokus). Homozygoti jsou F nebo S,
heterozygot je FS.
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Fia. 7. Variation of Fe-conalbumin, G., and G ovoglobulins in the tris-citrate-bo-
rate buffer of Stratil (1967a). Five distinct sets of zones can be seen: O, ovalbumin;
Gs, ovoglobulins; G., ovoglobulins; C, conalbumins (saturated with iron); Omg,
ovomacroglobulin. The conalbumin phenotypes are, from left to right: (1) A;
(2) B; (3) C; (4) AB; (5) BC; (6) AC; (7) Gallus sonnerati heterozygote for
B and B.W.; (8) A. The three main G. genotypes are represented among the
individuals surveyed in this gel: numbers 1, 2, 4, 6, and 8 are G. B; number
3 1s G: A; and number 5 is G: A B. Sample number 7, from a Sonnerat’s Jungle
Fowl, has its G: ovoglobulins tending to overlap the G: zones, and this species
has neither of the common G, variants found in chicken and Red Jungle Fowl
populations.



Abbildung 5:
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Diagramm der Vertellung der Proteinspots des Agarose-PAGE-Elektrophe-
rogramms Die Auftrennung auf der x-Achse ist diejenige der ersten Dimen-
sion im Agarosegel, jene der y-Achse ist diejenige der zweiten Dimension im
Polyacrylamidgel. Die verschiedenen Varianten der Serumproteinsysteme
Pl1, PI2, PO1A und PO1B sind aufgezeichnet. Von weiteren Systemen
(Albumin, Vitamin D bindendes Protein (Gc), oyB-Glycoprotein (PO2) und
dem op-HS-Glycoprotein (ox-HS)) ist die Lage und teilweise die Varianten
angegeben. Die Skala dery-Achse ist gestreckt, damit die Proteinspots direkt
mit dem Diagramm der Abbildung 4 verglichen werden kénnen.
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Urcovani rodicovstvi a identifikace
jedince u zivocichu
Vyznam: ovéreni puvodu a identifikace

HZ: zakon 154/2000 Sb.

- prase: urceni genetického typu (1dentifikace) kanct ve
Slechtitelskych chovech

- skot: geneticky typ pred vybérem pro plemenitbu (odchovny
bykil), ovéreni a osvédCeni puvodu plemennych bykii,

- koné: geneticky typ pred vybérem pro plemenitbu, ovéreni a
osvédceni puvodu hiibat po inseminaci (vSech u angl.pln.)

- dalsi druhy: pes, exotické ptactvo, chranéni zZivocichove CITES
(puvod 1 1identifikace)

- Clovék: soudni Iekarstvi (paternita, identifikace jedince)



Z.akladni pojmy

Pojmy:
parentita: rodiCovstvi
paternita: otcovstvi

Identifikace jedince: urceni, ze vzorek DNA patii
konkrétnimu jedinci (molekularni daktyloskopie)



Vyvoj a pouziti metod

Vv genetice Cloveéka 1 zvirat, praxe protein IEF
Diive: polymorfismus krevnich skupin e — "i — g
a bilkovin (imunogenetika; biochemicka T = ER
c MUSZ 2o 2 S ZE S
genetika) 0 i

Dnes: variabilita DNA (DNA fingerprinting)
- VNTR (variable number of tandem repeats, minisatehity) s
- HLA FORRAR T L

- STR (short tandem repeats, mikrosatelity >~~~ ., ..
- vysoka spolehlivost zamitnuti a (nebo) potvrzeni rodiCovstvi

- relativné snadné¢ a rychlé¢ laboratorni testovani

- vysoka reprodukovatelnost

‘v w7/

- Ilej nizs1 ccna



Postup analyzy

1. Izolace genomické DNA

2. Multiplex PCR

3. Fragmentacni analyza (kapilarni elfo)
4. UrcCeni alel jednotlivych mikrosatelitt

5. Ovéteni rodiCovstvi (parentity)



Ptiprava vzorku - PCR

multiplex PCR — v jedné zkumavce amplifikujeme vice mikrosatelitii

nukleotidy, pufr,

Taq pol., Mg“w%

7
{
\

N

E==0a

1l
smés znacenych smés nezna¢enych '

primeri pro vSechny primeri
mikrosatelity

Oee

Fluorescencni barvy:
FAM - modra

HEX - zelena

NED - zluta

PCR

186

rozsah velikosti
pro jednotlivé
MS



Fragmentacni analyza

Kapilarni elektroforéza, fluorescencni detekce

Ptistroj: geneticky analyzator ABI PRISM 310




| 4 \"4 r r
Vystup fragmentacni analyzy
Kapilarni elektroforéza, fluorescencni detekce
Pristroj: geneticky analyzator ABI PRISM 310
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Vyhodnoceni
-urceni
parentity

Priklad tfi bovinnich
mikrosatelita

krava, byk, 2 potomci
(tele 2 nepatii bykovi)

IlUlllIlll]llIIIllllIillllllllllli'llillllll'llllll

J0 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

Vz1 3.1.0271 krava Yellow
|-1000

Al

113.71

Vz2 4.1.02/20 byk Yellow

sl e

[113.71]|124.23]

VzZ2 3.1....11 tele 1 Yellow

A

ETH3

Vz4 3.1...28 tele 2 Yellow

2000
. “ Uﬂ\ 1000
[ETHZ]
113.77 :
[122.15]




Pouzivané mikrosatelity

Prase (10x) —
S0070, SW72, TNFB
Skot (11x) —
ETH3, ETH225, BM1824,

Koné (12x) —- HTG4, HTG6, HTG10, HMG7, HMS?2,
HMS3, HMS6, HMS7, VHL20, AHT4, AHTS, ASB2

Kone (17x) —
HTG10, HTG7, HMS2, HMS3
ASB17, LEX3, HMSI, CA425
Pes (10x) -
PEZ3, PEZ6, PEZ8, FHC2079



Frekvence alel:
g” = (2AA + AB): 2n

g” - frekvence alely A; AA — pocet zvifat genotypu AA;
AB — pocet zvirat genotypu AB; n — celkovy pocet zvirat

Genova (alelova) ¢etnost absolutni: P+ Q =2n
Genova (alelova) Cetnost relativni (frekvence alel): p+q=1

Frekvence fenotypi; frekvence genotypu

Rovnovaha populace (Hardy-Weinbergova rovnovaha):
P2+ 2pg+q?=1, tj.: (47 +2 g% q°+ (gF)?=1

g” - frekvence alely A
g® - frekvence alely B



Statistika ovéreni metody

. : k k 2k
Polymorphism information content (PI1C) PIC:I—Zx.z _ ng +Zx'4
-vyjadiuje informativnost polymorfnich markeri il i =
Teoreticka heterozygotnost (1 lokus): ko

x; — frekvence i-t¢é alely h=1- in

Paternity exclusion (1 rodic€ se ovéruje)
-pravdépodobnost vylouceni nespravného rodice,

k k 2k
2 2 4
je-li znam genotyp potomka a obou rodict PE(1) =1~ 22’% N [in j + in

i=1

One parental genotype unavailable

k k 2 k k
-pravdépodobnost vylouceni nespravného rodice, p E(2)=1- 42 242 Z o2+ 42 = 32 P
je-li genotyp jednoho z rodi¢t neznamy e — = =

Parentage exclusion o T S Y A
-pravdépodobnost vylouceni obou rodiét, PEB3)=1+4) x —4;;@. _3;’61' _S(lexl’j +8§xl’ ;xi +2[;x,.]

i=1 i i i=

je-li znam genotyp potomka a obou rodict
Plati, ze PE(3) > PE(1) > PE(2)

Combined exclusion probability (CEP): ~ CEP=1-(1-PE,)(1-PE,)(1- PE;)...(1- PE,)



Vliiv frekvence a poctu alel

Pocet Frekvence alel Hetero- |PIC| PE1l
alel zygotnost

2 0,5:0,5 0,50 0,38/ 0,19

2 0,3:0,7 0,42 0,34| 0,17

2 0,9:0,1 0,18 0,16 0,08

2 0,99:0,01 0,02 0,02 0,01

5 0,9:0,025:0,025:0,025: 0,025 0,19 0,18 0,10

5 0,2:0,2:0,2:0,2:0,2 0,80 0,77| 0,60

10 10x0,1 0,90 0,89| 0,79




Typy genovych map

a) vazboveé (geneticke, rekombinacni) mapy
b) cytogenetické (chromozomove)

c) mapovani na somatickém hybridnim panelu
(SCH)

d) mapovani na radiacnim hybridnim panelu (RH
panel)

e) srovnavaci (komparativni) mapy

f) sekvence genomu



a) Vazboveé mapy

zalozené na analyze genetické vazby
Morganova pravidla:
1. Geny jsou na chromozémech usporadany linearné za sebou.
2. PocCet vazbovych skupin se rovna haploidnimu po¢tu chromozémiui.

Vazbova skupina — blizké umisténi genu (markeru) na jednom
chromozému, pricemz pravdépodobnost pozorovanych rekombinant
mezi nimi je mensi nez 50%.

Pravdépodobnost vyskytu crossingoveru - 6 (theta).

Uplna vazba — zadné crossingovery (6 = 0)

Neuplna vazba (0,5>6>0,0)

Volna kombinovatelnost (6>0,5)

1cM (centiMorgan) — vzdalenost dvou gentl (markeru), mezi kterymi se
vyskytuje 1% rekombinaci.

Rekombinacni frekvence — pocet rekombinant deleny celkovym
poctem potomku.

Syntenni skupina — geny (markery) lokalizované na stejném
chromozému.

Haplotyp — konkrétni sestava dvou a vice alel na jednom z
homolognich chromozémui.



Vazboveé mapy

Vazbové (genetické, rekombinac¢ni) mapy

udavaji informaci o poradi genii a anonymnich markeri na
chromozomu a relativni vzdalenosti mezi nimi v cM

(1 cM=1% rekombinaci).
- pouze u polymorfnich lokusu
- meioticke crossing-overy = sila genove vazby

tzv. referencni rodiny- tfigeneraCni; specialné pripravene

VVVVVV

Problém: >25 cM dvojit¢ C-O, rozdily mezi pohlavim ale 1
populacemi



Crossing-over

(A)

meiéza bez
crossing-overu

(B)

jednoduchy
crossing-over




Mapping of genes

 Determine recombination fraction

* Distance is proportional to % recombination



Results:

Metric units

25 recombination (%)
34.7 Haldane map function (cM)
21.5 Kosambi map function (cM)

Calculate || Reset]

Information

Numbers may be entered with decimal point, but whether you should do this with a period "." (American system) or a comma
"." (continental system) depends on how your browser is configured. Results are returned in the American system.

2

The Haldane mapping function allows for the fact that some recombinant gametes arise from triple, quintuple (etc etc) crossovers while
some parental gametes arise from double, quadruple (etc etc) crossovers. The Kosambi mapping function also allows for all that, plus
negative interference (the fact that occurrence of a crossover makes another nearby crossover less likely). The Kosambi function is

recommended for genetic mapping in Arabidopsis.

In Microsoft® browsers, entering non-numerical characters in any field may generate an error message. Netscape® browsers are preferable
for viewing this page and site.

This calculator is provided "as is" without express or implied warranty. It may not give accurate results on all browsers and under all
conditions. Do not rely on its results if any material harm or mental anguish could result from an incorrect calculation.

To perform a basic check for satisfactory function: enter 11 in the recombination field and press Calculate. The results should be:

e Haldane: 12.4 cM
e Kosambi: 11.2 cM




Haldaneho mapovaci funkce bere v tivahu skute¢nost, Ze né¢které rekombinantni
gamety vznikaji trojitymi, pétinasobnymi, atd. crossovery, zatimco nékteré gamety,
ktere odpovidaji rodiCovskym gametam, vznikaji dvojitymi, ¢tyfnasobnymi , atd.
Crossovery.

Kosambiho mapovaci funkce bere v uvahu totéz, ale navic uvazuje negativni
genetickou interferenci (skute¢nost, ze pfi vyskytu crossoveru v ur¢itém miste je
nepravdépodobny vyskyt jiného crossoveru v jeho blizkosti).

i 3 2
http://web.rhul.ac.uk/biological-sciences/Archlves/Warren/calc/mapiunc.html 20.10.2006



Zjistovani vazby metodou Lod skore

(zkratka z Log = logaritmus; odds = ang. Sance ve prospéch; zde pro prevahu
pravdépodobnosti;

Skore = pomér rekombinant k nerekombinantam).

Jde o statistickou metodu pro detekci vazby z poméru dvou pravdépodobnosti. V Citateli je
hodnoceno konkrétni skore ve prospéch existence vazby a ve jmenovateli je zvazovano skore jako
by vazba neexistovala (viz vzorec nize).

Skore z potomstev se vypocitava v serii rekombinacénich frakei, napt. 6 = 0,01; 0,02; 0,03...0,48;
0,49. Vysledky relativnich pravdépodobnosti z riznych rekombinaénich frakci (0) se pfevedou na
dekadicky logaritmus, a to je vlastni Lod skére oznacované pismenem Z. Z Se pocita pro riizna
potomstva zvlast' takze vysledkem je hodnota XZ, ke které lze kdykoliv pripocitavat dalsi zjisténé
hodnoty Z. Existuje nékolik pocitacovych programti pro vypocet Lod skoére. Pro hrubsi orientacni
stanoveni O (po 5 cM) lze pouzit hotové tabulky. Jestlize ¥Z > +3, existuje pravdépodobnost
1000:1 pro existenci vazby. Je-li Z < -2, geny jsou voln¢ kombinovatelné. Jestlize je -2 <Z< +3,
neni mozno rozhodnout a je tieba dopliovat daje z dalsich potomstev.

P(0 <0 <0.5)
P

X Z

log
0,5
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Fig. 2. Genetic linkage maps of SSC4. For each family the sex-averaged (left), maternal (middle) and

paternal (right) maps are shown with the estimated Kosambi map distances (cM) between loci

(numbers at right hand side of the maps). To the left hand side of the sex-averaged maps the statistical

supports for the pair-wise order of markers are given. The total lengths of the maps are indicated at the
bottom of each bar



Srovnani vazbovych
map
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Vazbove mapy u prasete

PiGMaP (Pig Gene Mapping Project)
- 18 evropskych laboratofi + Australie, JAP, USA

- 5 F, rodin divergentnich plemen (Skotsko, F, NL:
MxXLW(Y), Svédsko: WxY, Ném: MxP, WxM, WxP)

Nordic: sev. zemé

USDA (United States Department of Agriculture)

-  USDA-MARC2 (U.S. Meat Animal Research Center)
NIAI (Japonsko)



b) Cytogenetické mapy

syn. Chromozémoveé; fyzicke
- studium karyotypu, fyzické umisténi genu na

chromozomech a jednotlivé vzdalenosti mezi nimi

Identifikace chromozomu
- velikost, tvar a specifické barveni
("pruhovani’)

Poloha genu na chromozomu:
napr. LIPE SSC6q12

—N)— Wh O
N -—N

n W
(0 YR

cn#w.\)—- N



Chromozomy

centromera, telomera

p raménko (kratké; =petit), @ raménko (dlouhé)
chromozomy: - metacentrické

- submetacentrické

- telocentrické, akrocentrické (pouze s jednim raménkem)
- subtelocentrické (jedno raménko znatelné kratsi)

pocet, tvar, velikost — karyotyp

idiogram — schematické znazornéni idealni stavby chromozémi
autozomy, pohlavni chromozomy (heterochromozomy, gonozomy)
G pruhovani (Giemsovym barvivem)

Q pruhovani (barveni chinacrinem)

R pruhovani (reverzni pruhy ke G nebo Q)
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Diploidni pocet chromozomi nékterych druhu

Druh 2N
Clovék 46
Mys 40
Kin 64
Prase 38
Skot 60
Koza 60
Ovce 54
Pes /8
Kocka 38

Kralik 44



Cytogenetické mapovani

Fluoresence In Situ Hybridization

Labeling with

fluorescent dw
\ y
" k"
b

enature
&
Hybndize

RISH - radioactive in situ hybridization
FISH — fluorescence in situ hybridization




Chromosome assignment of ASPN to porcine chromosome
SSC3qg11 using FISH and the BAC253B1 as probe




Markers and genes mapped on chromosome 6
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¢) SCH a RH mapy
(somaticky hybridni panel a radia¢ni
hybridni panel)

somaticky hybridni panel: analyza hybridnich somatickych
bunék. Fuze bunék dvou druht (mys x prase) — hybridni
bunky ztracejici chromozomy zkoumaného druhu, stabilizace
kdyz je obsazen jen 1 cizi chromozom (nebo fragment) —
klon. Panel je pak kolekce téchto ruznych klonu.

radiacni hybridni panel: linie bunek obsahujicich urcity cizi
chromozom se ozari — jeji chromozomy se rozpadaji. Pak se
fuzuje s linii recipienta a vytvori klony, kde kazdy obsahuje
urcitou cast chromozomu zkoumaného druhu.

Vyhoda: az 5x podrobnegjsi nez vazbove mapy.



Somatic cell hybrid panel
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Radiac¢ni hybridni panel

Burnika zkoumaného druhu Recipientni burika

N N R X - zareni /‘\

\JlL
Nefuzované buriky
recipienta

mMMmMOOW I

Nefuzované chromo-
zomy zni€eny radiaci

A Flaze a selekce

A+B+C-D-E-F- A+B-C-D-E+F+ A-B-C+D+E+F-

Radiac¢ni hybridni klony



Mapping of LMNA

Reference map :

Hawken et al. (90 Hybrids)

PCR data :
0001100010011000000100000000010000001000
0000000000000000010000110000000001111001
0010011111

Retention fraction : 24 %
Results observed on the RH panel :
Identification of best location by : Minimization of breakage number

Order Chr. Diff. break Markers

SW2404 S0227 SW480 SW2509 SW489 SW835 S0301 S0001 SWR73 SWR2179 SW1492 SW969 SW871 SW1707 SW2128 SWR362 SW1520 SW1513
1 4 = SW1003 SW317 SWR981 SW45 SW35 SW1336 SW1073 SW1475 SW839 SW724 S0107 SW1089 MOS SW841 SW1364 SW589 SW286 SW1996
S0214 SW270 LMNA SW512 SW2435 SW818 SW1710 SW445 SW58 S0097 S0161 SW1461 SWR153

SW2404 S0227 SW480 SW2509 SW489 SW835 S0301 S0001 SWR73 SWR2179 SW1492 SW969 SW871 SW1707 SW2128 SWR362 SW1520 SW1513
2 4 4 SW1003 SW317 SWR981 SW45 SW35 SW1336 SW1073 SW1475 SW839 SW724 S0107 SW1089 MOS SW841 SW1364 SW589 SW286 SW1996
LMNA S0214 SW270 SW512 SW2435 SW818 SW1710 SW445 SW58 S0097 S0161 SW1461 SWR153

SW2404 S0227 SW480 SW2509 SW489 SW835 S0301 S0001 SWR73 SWR2179 SW1492 SW969 SW871 SW1707 SW2128 SWR362 SW1520 SW1513
3 4 4 SW1003 SW317 SWR981 SW45 SW35 SW1336 SW1073 SW1475 SW839 SW724 S0107 SW1089 MOS SW841 SW1364 LMNA SW589 SW286
SW1996 S0214 SW270 SW512 SW2435 SW818 SW1710 SW445 SW58 S0097 S0161 SW1461 SWR153

SW2404 S0227 SW480 SW2509 SW489 SW835 S0301 S0001 SWR73 SWR2179 SW1492 SW969 SW871 SW1707 SW2128 SWR362 SW1520 SW1513
4 4 6 SW1003 SW317 SWR981 SW45 SW35 SW1336 SW1073 SW1475 SW839 SW724 S0107 SW1089 MOS SW841 SW1364 SW589 SW286 SW1996
S0214 SW270 SW512 LMNA SW2435 SW818 SW1710 SW445 SW58 S0097 S0161 SW1461 SWR153

SWR68 SW21 SW911 SWR1848 LMNA SW827 SW2401 SW940 SW2407 SW2074 SW54 SW1434 SW511 SW1615 SW383 SWR250 S0109 SW2571
5 |9 6 SW539 SW1677 SW1491 S0081 SWR1950 S0119 S0095 SWR1939 SSC8B04 SWR915 SW944 SW866 SWR123 SW1006 S0019 SW989 SWR1357
SW1435 SW2093 SW174 SW749 SW1651



IMpRH — porcine chromosome 16 (118 hybrids)
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Mapping of RNPC2:

Chromosome 17 map :

ICCARE HSA chr SSC chr
p SU335 17q11-q14
89
0 ——  SW1801 17q11-q12
3™  SWR1004
50
= Swiz24 17q11-q14
80
0 ————  SWR1120
% F—  swWR1133
00 S 50296 17q13-q14
W03 gypi42
T 524 17q12-q14
92
p CST3 17421-q23
p 119 51820
d . RNPC2
123
p Swi031
0 3: 50332
S2431 17423
P ——  SW2427 17423
——  ENDO3
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An example of bidirectional painting

Bidirectional painting between SSC12 and HSA 17

HSA 17 labelled by a PARM-PCR SSC12 probe SSC12 labelled by DOP-PCR HSA 17 probe

These two slides demonstrate the interest of bidirectional heterologous hybridisation to establish segment-to-segment matches
between porcine and human chromosomes.

The porcine chromosome SSC12 used as probe (PARM-PCR) on human metaphase, gave an hybridisation signal on the entire
HSA 17 chromosome and no signal on other chromosomes (Fig. a). The reverse hybridisation using HSA 17 as probe (DOP-PCR,
Cambio) on porcine chromosomes gave a signal only on the entire SSC 12 (Fig. b). So we conclude that there is correspondence
between these two chromosomes over their entire length as reported in this drawing.



Komparativni mapa (SSC 4)

(heterologni chromozomove barveni)
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Fig. 3. A comparative map of
$SC4, HSA1/HSAS, and
mouse chromosomes. The
porcine distances are given
in Rays and the human in
Mbp. The color coding for
the mouse chromosomes are
according to the UCSC
genome database (http://
genome.ucsc.edu/cgi-bin/
hgGateway). The boxed
genes indicate a possible
inversion of the gene order
between the porcine and
human genomes. The
location of the FAT1 QTL is
shown as a bar on the SSC4
physical map.
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Ruzné druhy obsahuji segmenty odpovidajici HSA20 na ruznych chromozomech a
v ruznych konzervovanych segmentech
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Fig. 1. The diagram represents the four major types of chromosome maps. Above the cytogenetic map is an image of a G-banded metaphase spread of
pig chromosome 6. Cytogenetic assignments to specific chromosomal bands based on in sifu hybridisation are indicated to the right of the chromosome.
The genetic linkage map shows the linear alignment of genetic markers and the distances between markers are relative to the amount of recombination
between these markers during meiosis (¢cM). The linkage map and cytogenetic maps are integrated based on markers assigned to both maps (markers
between maps). The bacterial artificial chromosome (BAC) map contains a set of BAC clones (indicated by vertical lines to the left of the scale) that
overlap each other and distances are usually measured in either kilobases (kb) or megabases (Mb) of nucleotides. The BAC map is integrated with the
other maps by determining which BACs contain specific DNA segments (marker names to the right of the BAC clones). Finally, the actual sequence
of DNA nucleotides can be determined by sequencing the BAC clones. The BAC map and sequence data presented are hypothetical.



Vybrané databaze uzivané v molekularni genetice a

http:
http:
http:
http:
http:
http:

http:

http:

http:

http:
http:
http:
http:
http:
http:

http:

genomice (1)

//www.ncbi.nlm.nih.gov databaze sekvenci DNA a proteint
//www.ebi.ac.uk dtto
//www.ensembl .org/Homo sapiens/index.html Explore the Homo sapiens genome
//www.expasy.ch databaze proteinovych sekvenci
//www.uniprot.org dtto

//www.ornl.gov/sci/techresources/Human Genome/links.shtml
Human Genome Project Information
/ /www .genome.ad. jp/kegg/ japonskad databaze obsahujici
metabolické mapy
//bioinformatics.ubc.ca/resources/links_directory/
bohaty zdroj databazi a dalsich
bioinformaénich p¥istupt

//compbio.dfci.harvard.edu/tgi/ databaze exprimovanych sekvenci
riznych druhd (Gene Index)
/ /www.genecards.org/index.shtml exprese genu ¢lovéka a dalsi info

//www.genenames.org/guidelines.html nomenklatura gend c&lovéka

//www .genenames.org/data/hgnc_data.php dtto

//www.animalgenome.org/ databaze genomi hosp. zvirat

//www.animalgenome.org/QTLdb/pig.html databaze QTL prasete

//omia.angis.org.au/ Online Mendelian Inheritance in
Animals

//www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=omim Online Mendelian Inheritance

in Man

https://www-1lgc.toulouse.inra.fr/internet/ cytogenetika prasete (cytogenet.

mapy, RH mapy, SHC panel aj.)
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Vybrané databaze uzivané v molekularni genetice a
genomice (2)

//info.med.yale.edu/genetics/ward/tavi/Trblesht.html

PCR troubleshooting
//blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi  vyhledavani homolognich sekvenci

(DNA a proteint)
//www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html

porovnani sekvenci
//www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf.html analyza c¢tecich ramcu
//www.bioinformatics.org/sms/index.html kolekce programi pro analyzu

sekvenci DNA a proteint

//rna.lundberg.gu.se/cutter2/ webcutter - Stepeni restr. enzymy

//perso. fundp.ac.be/~lambertc/coursdesl/coursdes english.shtml#Chap%202.3
seznam serveru s programy pro analyzu
sekvenci

//tfbind.hgc. jp/ vazebna mista pro transkripéni faktory

//www-genome .wi.mit.edu/science/software/software
seznam programi pro analyzu genomu
(véetné programu na navrhovani primerd,
Primer3)

//nar.oxfordjournals.org/ dalsi cesta: 2008 Database Issue — M.Y.Galperin:
Database Summaries - Supplementary Files:
Table 1 - MS Word Format
kolekce databazi molekularni biologie



