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Zaklady genomiky IV.

= Zdrojova literatura ke kapitole IV:

Plant Functional Genomics, ed. Erich Grotewold, 2003, Humana Press, Totowa,
New Jersey

Surpin, M. and Raikhel, N. (2004) Traffic jams affect plant development and signal
transduction. Nature Reviews/Molecular Cell Biology 5,100-109

Zouhar, J., Hicks, G.R. and Raikhel, N.V. (2004) Sorting inhibitors (Sortins):
Chemical compounds to study vacuolar sorting in Arabidopsis. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the U.S.A., 101, 9497-9501
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Genomika V.

= Analyza genové exprese

Metody kvalitativni analyzy genové exprese

= Metody identifikace funkce genu pomoci pristupu ziskané funkce

T-DNA aktivacni mutageneze

ektopicka exprese a systémy regulovatelné genové
exprese

» Fenotypoveé profilovani
DNA a proteinove Cipy

metabolické profilovani

metody mikrodisekce

» Metody vyuzivané ve funkCni genomice rostlin

A. thaliana jako modelovy organizmus funkCni genomiky
rostlin

pfiprava transgennich rostlin
Southern blot a DNA molekularni hybridizace

izolace genomové DNA, PCR
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Genomika IV.

Nové trendy

chemicka genetika
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Genomika V.
analyza genové exprese

= Metody analyzy genové exprese

Kvalitativni analyza exprese genu

. Pfiprava transkripéni fuze promotoru analyzovaného genu
s reporterovym genem (gen zpravodaj)
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Genomika V.
analyza genové exprese

m Transkripéni flze s promotorovou oblasti

|dentifikace a klonovani promotorové oblasti genu
priprava rekombinantni DNA nesouci promotor a reportérovy gen (uidA,

GFP)
pfiprava transgennich organismd nesoucich tuto rekombinantni DNA a

jejich histologicka analyza

TATA box

promotor

pocatek transkripce
BamHI
CCG GGATCCC GGI CAGTCCCT TATGI TACGT CCTGI AGAAACCCCAACC
MRI1 PRV GOQSL i

BamHI

TACAAAGCTT GIGGC GICGGATCCCCCGGLTAGG TTATGT TACGI CCTGI AG/
P RV GQ S L I

GAGGAGGCACAAAATGACGAA —/f- GTTATACAA
M MV KV T KLVAGSTR RT I

— intron

|
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Genomika V.
analyza genové exprese

= Metody analyzy genove exprese

Kvalitativni analyza exprese genu

o Priprava transkripéni fuze promotoru analyzovaného genu
S reporterovym genem (gen zpravodaj)

o Pfiprava translacni fuze kédujici oblasti analyzovaného
genu s reporterovym genem
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Genomika I
analyza genoveé exf

m Translaéni flze kédujici oblasti analyzované
repotérovym genem

Identifikace a klonovani promotorové a
genu
pfiprava rekombinantni DNA nesouci pi
GFP) ve fuzi s reportérovym genem
pfiprava transgennich organismd nesol
jejich histologicka analyza

TATA booproti’ transkripéni fizi umoznuje analyz

gE‘I‘Iuvu;.u ,J-uu'u;\i.u (pluicillu) NeuU jcllu
promotor

pocatek transkripce

GAGGAGGCACAAAATGACGAA —/f— TGTATTCTTTTGTTATCAAAGGGT TTCGACTT TG

GAGGAGGCACAAAATGACGAA —/f- GTTATACAAG CTCAAAT GA AGI TACAAAGCTTGI GO
M MV KVT KLYV

hola embryo by PAM
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Genomika V.
analyza genové exprese

= Metody analyzy genove exprese

Kvalitativni analyza exprese genu

o Priprava transkripéni fuze promotoru analyzovaného genu
S reporterovym genem (gen zpravodaj)

o Pfiprava translacni fluze kodujici oblasti analyzovaného
genu s reporterovym genem

. Vyuziti dostupnych publikovanych dat
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Genomika V.
analyza genové exprese

Analyza exprese pomoci Genevestigator ( a , Arabidopsis, Affymetrix
ATH 22K Array)
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Genomika IV.

= Metody identifikace funkce genu pomoci pristupu ziskané funkce

T-DNA aktivacni mutageneze

ektopicka exprese a systémy regulovatelné genové
exprese
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Genomika V.

= Metody identifikace funkce genu pomoci pristupu ziskané funkce

T-DNA aktivacni mutageneze

o metoda umoznujici izolaci dominantnich  mutantl
prostfednictvim 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

o nasleduje vyhledavani zajimavych fenotypu

o identifikace zasazeného genu napf.pomoci plasmid-
rescue
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TF

TF

Genomika V.
aktivacni mutageneze

60S

TF TF

60S

iF e W W
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|zolace genu CKI1

A
- Tatsuo Kakimoto, Science 274 (1996), 982-985 * V 4 &l )
- izolace genu pomoci aktivacni mutageneze ? \Q‘,

w. _la

B 3% 9

-.&‘

- mutantni fenotyp je fenokopii exogenni aplikace
cytokinini (CKI1, CYTOKININ INDEPENDENT
7)

plasmid ko  35S:CK1
rescue cDNA

t-zeatin

no hormones ! " R
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Genomika V.

= Metody identifikace genu pomoci pristupu ziskané funkce

T-DNA aktivacni mutageneze

ektopicka exprese a systémy regulovatelné genové
exprese
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Genomika IV.

Systémy regulovatelné genové exprese

o umoznuji ¢asovou nebo mistné specifickou regulaci
genové exprese, vedouci ke zméné fenotypu a tim
identifikaci pfirozené funkce genu

. pOP systém
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reporter

Genomika V.
systémy regulovatelné exprese, pOP

355 >

TATA
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Genomika V.
systémy regulovatelné exprese, pOP
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Genomika V.
systémy regulovatelné exprese

°
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358 > < LhGR

activator x reporter

wt Col-0 WW TATA—
pOP

*° WW TATA |
pOP

reporter
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Genomika V.

Systémy regulovatelné genové exprese

. umoznuji Casovou nebo mistné specifickou regulaci
genové exprese, vedouci ke zméné fenotypu a tim
identifikaci pfirozené funkce genu

o pOP systém

. UAS systém

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

= Metody identifikace genu pomoci pristupu ziskané funkce

T-DNA aktivacni mutageneze

ektopicka exprese a systémy regulovatelné genové
exprese

= Fenotypove profilovani
DNA a proteinové Cipy
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Genomika V.

= Fenotypove profilovani

DNA a proteinové Cipy

o metoda umoziujici rychlé porovnani velkého mnozstvi
genu/proteint mezi testovanym vzorkem a kontrolou

n nejcaste€ji jsou pouzivané oligo DNA Cipy
R@igpozici komeréns OB4IGERE SHAY 518 681 ueme ==
Critical Spacifications

. j n pro analyzu exprese, ale napf. i genotypovani
NP"polymorfizmy, sekvenovani pomoci Cipd, ...)
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Genomika IV.
DNA &ipy

= DNA Cipy, analyza vysledku

pro spravnou interpretaci vysledku je nutna dobra znalost
pokrocCilych statistickych metod

je nutné zahrnout dostateCny pocet kontrol i opakovani

Expression of 195M6T7 in response to chemical

= kontrola na pfesnost méfeni (opakované méfeni na : treatment
nékolika &ipech se stejnym vzorkem, vyneseni -
stejnych vzorkd analyzovanych na riznych Cipech
proti sobé)

.._.._ b -
“tair Home | About TAIR | Sitemap | Contact | Help | Order | Login

| Tools | Arabidopsis Info |New:s |Link5 | FTP |S‘Iucks

Gene +| Search
I e , e Experiment: Aluminum Stress
= kontrola reproducibility méfeni (opakované mérfeni Experiment A Staes® \ Amay
s rlznymi vzorky, izolovanymi za stejnych Slide Details
f TnA SR _ Aoy 2 1 3 1 Replicate _ v _
polc)i[r;lnek na stejném Cipu-stejné podminky proti (om0 [Extemall % Rfyﬂ;cgteg;,;;g sample @ [EXpermental Label| G oo
sobe description) B ?:name) B [ °
o e g ° o e - HoekengaS7
= identifikace hranice spolehlivého méfeni ] 7| e
Amint A_F,:j;’ Aluminum|technical u Download

Stress 1
[strong sgfatial
bias]

Stress

= konecné vyneseni experimentu proti kontrole nebo
riznych podminek proti sobé — vlastni vysledek

Hoekenga$S
64:

Aluminum Al aluminum technical | 63

Stress 2 7305
[strong spatial
bias]

v soucasnosti je jiz velké mnozstvi vysledku raznych
experimentd lokalizovanych ve vefejné pfistupnych
databazich
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../../../2006/Genomika_2006/podzim/genomika IV/microarrays/arabidopsis.org/tv_afgc_397_061703/tv_afgc_397_061703/afgc_data_397.cdt

Genomika V.
proteinove Cipy
= Proteinové Cipy
Cipy s vysokou denzitou obsahujici fadové 104 protein(

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

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

ré

|dentifikace proteint interagujicich s cytoplasmatickou Ccasti
integrinu a,,,B5 krevnich desticek

o exprese cytoplasmatické Casti jako P —
fuzniho peptidu biotin-KVGFFKR :

s O, Y S

o analyza vazby s proteinovym Cipem
obsahujicim 37.000 klont E.coli
exprimujicich lidské rekombinantni

proteiny

" potvrzeni interakce pull-down
analyzou peptidd i koprecipitaci
celych protein (chloridovy kanal
ICIn)

" dalSi vyuziti napf. pfi identifikaci

substratd kinaz, kdy substraty jsou
navazany na Cip a vystaveny
pusobeni kinaz za pfitomnosti
radiokativné znaceného ATP (768
purif. proteind je€mene, z nich 21
identifikovano jako subtraty kinazy
CK2a, Kramer et al., 2004)
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Genomika V.

= Metody identifikace genu pomoci pristupu ziskané funkce

T-DNA aktivacni mutageneze

ektopicka exprese a systémy regulovatelné genové
exprese

= Fenotypove profilovani
DNA a proteinoveé Cipy

metabolické profilovani
metody mikrodisekce

proteomické pfistupy

» Metody vyuzivané ve funkCni genomice rostlin

A. thaliana jako modelovy organizmus funkCni genomiky
rostlin

pfiprava transgennich rostlin
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 chromozomd

vhodna pro Siroké spektrum fyziologickych experimentu

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

Columbia 0 Landsberg 0 Wassilewskija 0

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

Pocet zaznamu v databazi ,PubMed“ (MEDLINE)
vyhledanych pod heslem ,Arabidopsis“ 25.690/29.146
(16.10. 2008/22.10. 2009, meziro€ni narust 13%).

(Pro srovnani, pod heslem ,human“ nalezeno

10 620.405/ 11 151.170 zaznamu), narust 5%.

Arabidopsis Publications

NMumbar of Pubdlicaticons
B0

1
1985 1986 1987 9S8 1989 1290 1997 1992 1983 19494

Yaar

National Science Foundation, USA, , http://www.nsf.gov/bio/pubs/arabid/chap1.htm

Entrez records

Database name | Direct links
618,539
118,482
61
7
106
SNP 184
162
47
GEO Datasets 6
61.406
UniSTS
Gene
Taxonomy

TAIR, http://www.arabidopsis.org/info/aboutarabidopsis.jsp
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&cmd=Search&dopt=DocSum&term=txid3702[Organism:noexp]
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Protein&cmd=Search&dopt=DocSum&term=txid3702[Organism:noexp]
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Structure&cmd=Search&dopt=DocSum&term=txid3702[Organism:noexp]
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Genome&cmd=Search&dopt=DocSum&term=txid3702[Organism:noexp]
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Popset&cmd=Search&dopt=DocSum&term=txid3702[Organism:noexp]
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=SNP&cmd=Search&dopt=DocSum&term=txid3702[Organism:noexp]
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Domains&cmd=Search&dopt=DocSum&term=txid3702[Organism:noexp]
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=cdd&cmd=Search&dopt=DocSum&term=txid3702[Organism:noexp]
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=GDS&cmd=Search&dopt=DocSum&term=txid3702[Organism:noexp]
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=GEO&cmd=Search&dopt=DocSum&term=txid3702[Organism:noexp]
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Unigene&cmd=Search&dopt=DocSum&term=txid3702[Organism:noexp]
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=UniSTS&cmd=Search&dopt=DocSum&term=txid3702[Organism:noexp]
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PMC&cmd=Search&dopt=DocSum&term=txid3702[Organism:noexp]&pmfilter_Fulltext=off
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Gene&cmd=Search&dopt=DocSum&term=txid3702[Organism:noexp]
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=taxonomy&cmd=Search&dopt=DocSum&term=3702[uid]

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 Hind [l

//BamH 1399

35S CKIp2A Hind Il 1345

ori Sal | 1732
CKlIp2s k

pA
RB

pVKH::(35S::CKli2:pA)
13032 bp

pVS1-rep
LB pvsi-sta

Kpn |1 6918
Xho | 6908
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Transformace kokultivaci listovych diskt

o - ' et
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Transformace kokultivaci kalusu

Trans-zeatin Dexamethasone
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Transformace ,,nastrelovanim“ DNA

1 Biolistic delivery of DNA

accalaration
tube

I _ Fuptura disk
P
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Transformace kvétenstvi

Plant transformed

http://www.bch.msu.edu/pamgreen/green.htm
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PCR
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Genomika V.

Nové trendy

chemicka genetika

pojem chemicka genetika — vice nez 50.000 zaznamu v
databazi PubMed (16.10. 2008)

= l Fornnim ofthe .8 . Hationad Libvamy of Modisie M; HCEI [F]
<2 nce [ M
www, pub
Al Dacs oaceas Muc lockde Pigoaln SR S CoUCCU R
n Search Pubhkd fox chemical genetics
Limits | PrevewAndes | Hstory | Clipboard | Details
fhowr 20 Sort E:_l,l Send to
]
al 2521 Hexl
Re B d A ticks
phote Labelad Gl gey e fice (04072
hoors
]
ReBEdS
defimency detected b
]

ixit]
PMID: 155 [FahMed - % imppled yrpotlislar]
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Genomika V.

chemicka genetika

= Analyza mechanismu endomembranového transportu pfistupy
chemické genetiky
v rostlinnych burikach dochazi k velice dynamickym procesum,

zprostfedkovavanym zejména tzv. endomembranovym transportem
(viz film, GFP sméfované do ER)
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Genomika V.

chemicka genetika

Analyza mechanismu endomembranového transportu pfistupy
chemické genetiky

Mo

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
endomembranoveého transprtu do vakuoly

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

chemicka struktura sortint

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

pro blizSi identifikaci molek yd
ovlivnéného jednim z identifikovanych ,sortin(“ byla

provedena analyza jeho vlivu na sekreci markerového
proteinu (AtCH i i
tuto sekrecni @

detekce vakuolarniho fenotypu (tvaru tonoplastu)
kvasinek pomoci barveni specifickou barvou (MDY-64)

pomoci EMS mutageneze identifikace mutanti se fenotyp semenack v pFitomnosti So&inﬂ

zménénou citlivosti k sortinu 1 (hyper- nebo hypo-
Zouhar et al., 2004

senzitivni mutanti)
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Genomika IV.

chemicka genetika

= Analyza mechanismi endomembranového transportu pomoci
chemické genetiky - shrnuti

{a) Mutagenesis of labeled endomembrane lines

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

o chemicka genetika v kombinaci s klasickou genetikou -

identifikace proteint zucastnujicich se regulace
endomembranoveho transportu

o proteomické pfistupy — identifikace a analyza proteomu
vakuol

urrent Opinion in Plant Biokgy
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Genomika IV.
Shrnuti

= Metody identifikace funkce genu pomoci pristupu 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 funkCni genomiky
rostlin

pfiprava transgennich rostlin
PCR
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Genomika V.
Shrnuti

Nové trendy

chemicka genetika
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Genomika V.
Diskuse
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