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Zaklady genomiky V.
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Genomika IV.

= Metody identifikace funkce genu pomoci pfistupu ziskané funkce

T-DNA aktivacni mutageneze

ektopicka exprese a systémy regulovatelné genové
exprese

= Fenotypove profilovani
DNA a proteinové Cipy

metabolické profilovani

metody mikrodisekce

» Metody vyuzivané ve funkCni genomice rostlin

A. thaliana jako modelovy organizmus funkéni genomiky
rostlin

pfiprava transgennich rostlin
Southern blot a DNA molekularni hybridizace

izolace genomoveé DNA, PCR
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Genomika IV.

= Nové trendy

chemicka genetika
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Genomika IV.

= Metody identifikace genu pomoci pfistupu ziskané funkce

T-DNA aktivacni mutageneze

. metoda umozAujici izolaci dominantnich  mutantu
prostrednictvim nahodné inzerce konstitutivniho
promotoru, vedouci k nadmeérné expresi genu a tim
odpovidajicim fenotypovym zménam

. prvnim krokem je pfiprava mutantni knihovny pfipravené
pomoci transformace silného konstitutivniho promotoru
nebo zesilovace

. nasleduje vyhledavani zajimavych fenotypu
. identifikace zasazeného genu napf.pomoci plasmid-
rescue
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Genomika IV.
aktivaCni mutageneze
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Isolation of the CKI1 gene
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Genomika V.

= Metody identifikace genu pomoci pfFistupu ziskané funkce

T-DNA aktivaCni mutageneze

ektopicka exprese a systémy regulovatelné genové
exprese
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Genomika IV.

Systémy regulovatelné genové exprese

n umozAuji ¢asovou nebo mistné specifickou regulaci
genoveé exprese, vedouci ke zméné fenotypu a tim
identifikaci pfirozené funkce genu

. pOP systém

. UAS systém
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reporter

Genomika V.
systemy regulovatelné exprese, pOP
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Genomika V.
systéemy regulovatelné exprese, pOP
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Genomika V.
systemy regulovatelné exprese
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Genomika V.
systéemy regulovatelné exprese, UAS

E

http://www.plantsci.cam.ac.uk/Haseloff/
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Genomika IV.

= Metody identifikace genu pomoci pfFistupu ziskané funkce

T-DNA aktivaCni mutageneze

ektopicka exprese a systémy regulovatelné genové
exprese

= Fenotypove profilovani
DNA a proteinové Cipy
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Genomika IV.

* Fenotypove profilovani

DNA a proteinové Cipy

. metoda umoznujici rychlé porovnani velkého mnozstvi
genu/proteint mezi testovanym vzorkem a kontrolou

- nejCastéji jsou pouzivané oligo DNA Cipy
Spozici komeréné %@é’?ﬁérhxéAsTe'f' V 078 Lhe I aqse array
Critical Specifications

IE:]firna Opero
26.173 genu [RENEEE

= moznost po
syntézy oligo |
touto technikd

omplex target contalning splked

W @en pro analyzu exprese, ale napf. i genotypovani
SNP polymorfizmy, sekvenovani pomoci Cipd, ...)
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Genomika V.
DNA &ipy

= DNA Cipy, analyza vysledku

pro spravnou interpretaci vysledkl je nutna dobra znalost
pokrocilych statistickych metod

je nutné zahrnout dostateCny pocCet kontrol i opakovani

Expression of 195M6T7 in response to chemical

. kontrola na pfesnost méreni (opakované méfeni na treatment
nékolika Cipech se stejnym vzorkem, vyneseni

Stejnych Vzorklj analyzovanyCh na rlojznych éipech 7"" alrr Home | About TAIR | Sitemap | Contact | Help | Order | Login
q =2 Search | Tools | Arabidopsis Info |News | Links | FTP | Stocks
prOtI SObe) . Gene v;- Search
- e . oe Experiment: Aluminum Stress
- kontrola reproducibility méfeni (opakované méreni Slides &\ Amay _—
. B ' . ) . L, Si r % Design View All
s ruznymi vzorky, izolovanymi za stejnych
pod[mnek na stejném Cipu-stejné podminky proti ey QE’;;,‘";“" Eiiaeprlica?telE‘i‘fﬁ;j St Exvr.;erggfergallwlLaEel —
Sobe) | description) ‘ ¥ | @chimies | ype < ) ?
. identifikace hranice spolehlivého méreni ‘ 63:
o 2204 IAluminum |technical I | Download
Stress | [
. koneéné vyneseni experimentu proti kontrole nebo 7 |
raznych podminek proti sobé — vlastni vysledek AN ;2.‘&”&%?;?97 550
gAlummum A Js:\lrimm"te‘hn cal 63
|Stress 2 7305 d reenmical |- 82
|[strong spatial i i
[Eise] OFand 24 hours)
v soucasnosti je jiz velké mnozstvi vysledkl rdznych Che st al. 2002
experimentl lokalizovanych ve vefejné pristupnych @
databazich
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Genomika V.
proteinove Cipy
= Proteinove Cipy
Cipy s vysokou denzitou obsahujici fadové 104 proteinu

analyza protein-proteinovych interakci, substrati kinaz a
interakci s malymi molekulami

moznost pouzit protilatky — stabilnéjSi nez samotné
proteiny
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Genomika V.
proteinove Cipy

= |dentifikace proteinu interagujicich s cytoplasmatickou casti
integrinu a,,,3; krevnich desticek

o exprese cytoplasmatické Casti jako
fuzniho peptidu biotin-KVGFFKR

16—

. analyza vazby s proteinovym &ipem : ' Y
obsahujicim 37.000 klonG E.coli Nl _
exprimujicich lidské rekombinantni -
proteiny

o potvrzeni interakce pull-down
analyzou peptida i koprecipitaci
celych proteind (chloridovy kanal
ICIn)

e dalSi vyuZiti napf. pfi identifikaci

substratl kinaz, kdy substraty jsou
navazany na Cip a vystaveny
pusobeni kinaz za pfitomnosti
radiokativné znaceného ATP (768
purif. proteint jeémene, z nich 21 Lueking et al., 2005
identifikovano jako subtraty kinazy

CK2a, Kramer et al., 2004)
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Genomika V.

= Metody identifikace genu pomoci pfistupu ziskané funkce

T-DNA aktivaCni mutageneze

ektopicka exprese a systémy regulovatelné genové
exprese

= Fenotypové profilovani
DNA a proteinove Cipy

metabolické profilovani
metody mikrodisekce

proteomické pristupy

» Metody vyuzivané ve funkCni genomice rostlin

A. thaliana jako modelovy organizmus funkéni genomiky
rostlin

pfiprava transgennich rostlin
Southern blot a DNA molekularni hybridizace

izolace genomoveé DNA, PCR
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Arabidopsis thaliana
husenicek polni, mouse-ear cress

= malé naroky na kultivacni plochu
= velké mnozstvi semen (20.000/rostlinu a vice)

= maly a kompaktni genom, (125 MBp, cca
25.000 genu, prum. velikost 3 kb)

= 5 chromozomu

» vhodna pro Siroké spektrum fyziologickych experimentl‘]'

= velka pfirozena variabilita (cca 750 ekotypu (Nottingham
Arabidopsis Seed Stock Centre))

N1092 &
: s

Columbia 0 Landsberg 0 Wassilewskija 0

http://seeds.nottingham.ac.uk/
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Arabidopsis, vyznamny rostlinny model

PocCet zaznamu v databazi ,PubMed“ (MEDLINE)

vyhledanych pod heslem ,Arabidopsis“ 12.389. Database name | Direct links
(Pro srovnani, pod heslem ,human® nalezeno
493260 zaznamu). 618,539
118,48
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National Science Foundation, USA,", http://www.nsf.gov/bio/pubs/arabid/chap1.htm TAIR, http://www.arabidopsis.org/info/aboutarabidopsis.jsp
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Transformace Arabidopsis prostrednictvim
Agrobacteria tumefaciens

Crown gall of raspberry caused by Agrobacterium tumefaciens.
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Transformace Arabidopsis prostrednictvim
Agrobacteria tumefaciens
_prenos bakterialni DNA do rostlinne bunky

Sallo Hindll
Bgl 1112218 4, |

BamH | 399
. l%
L Sacll 11818 ; Hind Ill 134
35S CKlp2A 2 2
G
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ho |

Hinc Il
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pVKH::(35S::CKli2:pA)

13032 bp Sac 11 3198

Bl Il 9518—N|
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Transformace kokultivaci listovych diskii
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Transformace kokultivaci kalusu

Control Trans-zeatin Dexamethasone
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Transformace ,,nastrelovanim‘“ DNA

&
_ B

==

Tkl

N Biolistic delivery of DNA

fiasg
actnlarabon
tube

I ; Fupturs cisk

“— Iﬂ "

E:||:|:||:||r|4;| SCIaEn

Zaklady genomiky V., Metody funkéni genomiky




Transformace kveétenstvi

Plant transformed ¢

http://www.bch.msu.edu/pamgreen/green.htm
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Rychla izolace genomové DNA

» Homogenizujte rostliny sklenenou tyCinkou v 1.5 ml zkumavce
(,eppendorfka®) v tekutém dusiku. PouZzijete jeden az dva
stredné velke listy

= Pridejte 400 pl extrakCniho pufru, vortexujte 5 s a nechte stat
pri pokojove teplotée .

lyza bunécné stény

= StoCte na stolni odstfedivce Eppendorf pfi 15000 otackach po

dobu 30 min, 4 °C.
odstranéni zbytk( bunécné stény a nelyzovanych pletiv

= Preneste 300 pl supernatantu do nove zkumavky a pridejte 300
ul izopropanolu. Nechte stat 15 min.

srazeni genomové DNA

= Qdstredujte jako v bodé 3. DNA vysrazena izopropanolem bude
v peletu.

=  Promyjte pelet 500 ul 70% etanolu. Nechte vysusit (SpeedVac;

cca 15 min).
vymyti soli

= Pelet rozpustime v 50 pl vody.
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PCR
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Separace a Blotovani |
*
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Syntéza sondy

YOO ()
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Hybridizace a Promyvani

Separace Blokovani Hybridizace Promyvani
Elektroforéza  BSA teplota ,»Stringency*’
nasekana DNA [sonda]
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Detekce

*Radioaktivni

o32p

*Neradioaktivni
DIG
 Alkaline Phosphatase

*Doba expozice/reakce
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Genomika V.

= Nove trendy

pojem chemicka genetika — vice nez 36.000 zaznamu v
databazi PubMed
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Genomika V.

chemicka genetika

= Analyza mechanismu endomembranového transportu pfistupy
chemickeé genetiky

v rostlinnych burikach dochazi k velice dynamickym procesum,
zprostfedkovavanym zejména tzv. endomembranovym transportem
(viz film, GFP sméfované do ER)

endomembranovy transport je dulezitym regulatnim mechanismem
pFi pfenosu signalu a regulaci bunécnych procesu
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Genomika V.

chemicka genetika

= Analyza mechanismu endomembranového transportu pfistupy
chemickeé genetiky

pomoci vyhledavani v ,knihovné“ chemickych latek
byly identifikovany takové, které vedou u kvasinek (S.
cerevisiae) k sekreci enzymu (karboxipeptidazy Y),
ktera je normalné transportovana  pomoci
endomembranového transprtu do vakuoly

» analyza zmény sekrece pomoci dot-blotu a
imunodetekce karboxipeptidazy Y v kulti-
vacnim médiu pomoci monoklonalnich
protilatek

identifikované latky (,sortiny®) byly schopny vyvolat
obdobné zmény i u Arabidopsis__(konzervované
mechanismy transportu u kvasinek i u rostlin)

pro bliz§i identifikaci molekularnino  procesu
ovlivnéného jednim z identifikovanych ,sortini“ byla
provedena analyza jeho vlivu na sekreci markerového
proteinu (AtCPY) — sortin 1 inhibuje specificky pouze
tuto sekrec¢ni cestu

pomoci EMS mutageneze identifikace mutantd se Zouhar et al., 2004
zménénou citlivosti k sortinu 1 (hyper- nebo hypo-
senzitivni mutanti)
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Genomika V.

chemicka genetika

= Analyza mechanismi endomembranového transportu pomoci
chemické genetiky - shrnuti

{a) Mutagenasis of labeled endomembrane lines

o GFP::d-TIP znacCeni mebrany vakuoly (tonoplastu) a
identifikace mutaci vedouci ke zméné morfologie
tonoplastu

o chemicka genetika v kombinaci s klasickou genetikou -

identifikace proteinl zu¢astnujicich se regulace
endomembranoveho transportu

o proteomické pfistupy — identifikace a analyza proteomu
vakuol

Current Cpinianin Plant Biokagy
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Genomika V.
Shrnuti

= Metody identifikace funkce genu pomoci pfistupu ziskané funkce

T-DNA aktivacni mutageneze

ektopicka exprese a systémy regulovatelné genové
exprese

= Fenotypove profilovani
DNA a proteinové Cipy

metabolické profilovani

metody mikrodisekce

» Metody vyuzivané ve funkCni genomice rostlin

A. thaliana jako modelovy organizmus funkéni genomiky
rostlin

pfiprava transgennich rostlin
Southern blot a DNA molekularni hybridizace

izolace genomoveé DNA, PCR
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Genomika V.
Shrnuti

= Nové trendy

chemicka genetika
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Genomika V.
Diskuse
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