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Zaklady genomiky V.
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Genomika V.

= Analyza genové exprese

Metody kvalitativni analyzy genové exprese

= Metody identifikace funkce genl 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

» Metody vyuzivané ve funkCni genomice rostlin

A. thaliana jako modelovy organizmus funkéni genomiky
rostlin

PCR

= Y INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
p, Tato prezentace je spolufinancovana
¥ Evropskym socialnim fondem
OP Vzdélavani
v pro konkurenceschopnost

a statnim rozpo&tem Ceské republiky

* X
* ®
# *
* *

**ﬁ

EVROPSKA UNIE




Genomika V.

* Nove trendy

chemicka genetika
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Genomika V.
analyza genove exprese

= Metody analyzy genovée exprese

Kvalitativni analyza exprese genu

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

m Transkripéni fuze s promotorovou oblasti

Identifikace a klonovani promotorové oblasti genu

priprava rekombinantni DNA nesouci promotor a reportérovy gen (uidA,
GFP)

pfiprava transgennich organismu nesoucich tuto rekombinantni DNA a
jejich histologicka analyza

TATA box

promotor _
pocatek transkripce
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Genomika V.
analyza genove exprese

. Pfiprava translacéni flze kodujici oblasti analyzovaného
genu s reporterovym genem
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Genomika
analyza genove e;

O Translaéni flze kodujici oblasti analyzovai
repotérovym genem

Identifikace a klonovani promotorové
genu

priprava rekombinantni DNA nesouci
GFP) ve fazi s genem zajmu

pfiprava transgennich organismd nes
jejich histologicka analyza

TATA boxoproti” transkripéni fazi _.umoeznuje -anal
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pocCatek transkripce Histone 2A-GFP in Drosophila embryo by PAM

GAGGAGGCACAAAATGACGAA —//— TGTATTCTT TTGTTATCAAAGGGT TTCGACTT TGCTCCGAGGAA GAAGATAATATAA G

GAGGAGGCACAAMATGACGAA — //~ GTTATACAAGT TCACT CA TGGTGAAAGT TACARACCTT GTGECTTC
M M V KV T KL VA S Y'VOJE NI

Fentace je spolufinancovana
vropskym socialnim fondem

ATIP-GFP, Erhardt’s line, tonoplast movement

pro konkurenceschopno rozpoctem Ceské republiky




Genomika V.
analyza genove exprese

Vyuziti dostupnych publikovanych dat
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Genomika V.
analyza genove exprese

= Genevestigator (https://www.genevestigator.com/gv/index.jsp)
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Analyza exprese pomoci Genevestigator (

22K Array)
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Genomika V.

analyza genove exprese
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Genomika V.
analyza genove exprese

= Genevestigator (https://www.genevestigator.com/gv/index.jsp)

= Arabidopsis eFP Browser (http://www.bar.utoronto.ca/efp/cgi-
bin/efpWeb.cqi)
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Genomika V.
analyza genove exprese

= Genevestigator (https://www.genevestigator.com/gv/index.jsp)

= Arabidopsis eFP Browser (http://www.bar.utoronto.ca/efp/cgi-
bin/efpWeb.cqi)

= Mouse eFP Browser (http://www.bar.utoronto.ca/mouse_efp/cqi-
bin/efpWeb.cqi)

BMP4 expression

E Mouse eF P Browser
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Genomika V.

= Metody identifikace funkce genl pomoci pfistupu ziskané funkce

T-DNA aktivaCni mutageneze

ektopicka exprese a systémy regulovatelné genové exprese
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Genomika V.

o r

= Metody identifikace funkce genu pomoci pfistupu ziskané funkce

T-DNA aktiva¢ni mutageneze

. metoda umozhujici izolaci dominantnich  mutantu
prostfednictvim nahodné inzerce konstitutivnino promotoru,
vedouci k nadmérné 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 V.
aktivacni mutageneze

40S

60S
TF TF
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|zolace genu CKI/1

- Tatsuo Kakimoto, Science 274 (1996), 982-985 * WY &
- izolace genu pomoci aktivacni mutageneze K ‘Qc’

- mutantni fenotyp je fenokopii exogenni
aplikace cytokininu (CKI1, CYTOKININ
INDEPENDENT 1) k4 Plasmid o  35S:CK1

rescue cDNA
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Genomika V.
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= Metody identifikace genu pomoci pristupu ziskané funkce

T-DNA aktivaCni mutageneze

ektopicka exprese a systémy regulovatelné genové exprese
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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
prirozené funkce genu

. pOP systém
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Genomika V.
systémy regulovatelné exprese, pOP
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Genomika V.
systémy regulovatelné exprese, pOP
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Genomika V.
systemy regulovatelné exprese

activator x reporter
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Genomika V.

. UAS systém
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Genomika V.

= Metody identifikace genu pomoci pristupu ziskané funkce

T-DNA aktivaCni mutageneze

ektopicka exprese a systémy regulovatelné genové exprese

= Fenotypové profilovani
DNA a proteinové Cipy
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Genomika V.

= Fenotypové profilovani

DNA a proteinové Cipy

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

. nejCasteji jsou pouzivané oligo DNA Cipy
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Genomika V.
DNA &ipy

= DNA Cipy, analyza vysledku

pro spravnou interpretaci vysledkl je nutnd dobra znalost
pokrocCilych statistickych metod

je nutné zahrnout dostateCny pocet kontrol i opakovani

Expression of 195M6T7 in response to chemical

. kontrola na pfesnost méreni (opakované méfeni na treatment
nékolika &ipech se stejnym vzorkem, vyneseni -
stejnych vzorkl analyzovanych na ruznych cipech
proti sobé)

....'_ ' .
N t alr Home | About TAIR | Sitemap | Gontact | Help | Order | Login
| Tools | Arabidopsis Info | News | Links | FTP | Stocks
Gene v| Search

Experiment: Aluminum Stress

o kontrola reproducibility méfeni (opakované mérfeni Experiment Siides &
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Genomika V.
proteinove Cipy
= Proteinové Cipy
¢ipy 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.
proteinoveé Cipy

= |dentifikace proteinu interagujicich s cytoplasmatickou casti
integrinu a,,,B5 krevnich desticek

. exprese cytoplasmatické casti jako a T
fuzniho peptidu biotin-KVGFFKR : -

- analyza vazby s proteinovym Cipem 'y . |
obsahujicim 37.000 klont E.coli o  KVGFFKR papice
exprimujicich lidské rekombinantni X =

proteiny
. potvrzeni interakce pull-down

analyzou peptidd i koprecipitaci

celych proteind (chloridovy kanal

ICIn)
. dalSi vyuziti napf. pfi identifikaci

substrati 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.

: INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
W :,'" Tato prezentace je spolufinancovana
L Evropskym socialnim fondem
OP Vzdélavani . ? x
pro konkurenceschopnost a statnim rozpoctem Ceské republik
4 ' poctem Ceské republiky

* X
* ®
# *
* *

***

EVROPSKA UNIE



Genomika V.

= Metody identifikace genu pomoci pristupu ziskané funkce

T-DNA aktivaCni mutageneze

ektopicka exprese a systémy regulovatelné genové exprese

= Fenotypové profilovani
DNA a proteinové Cipy
metabolické profilovani
metody mikrodisekce

proteomicke pristupy

= Metody vyuzivané ve funkéni genomice rostlin

A. thaliana jako modelovy organizmus funkéni genomiky
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 chromozomu

= vhodna pro Siroké spektrum fyziologickych experimentu

= velka pfirozena variabilita (cca 750 ekotypu (Nottingham
Arabidopsis Seed Stock Centre))
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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 618.539
10 620.405/ 11 151.170 zaznamu), narust 5%. 118.482

Database name | Direct links

Arabidopsis Publications

Mumber of Publicaticns s —

800 |
SNP 184

GEO Datasets

UniSTS

1
19932 19%3 1954
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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]
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Genomika V.

= Nové trendy

chemicka genetika

pojem chemicka genetika — 60.997 zaznamu v databazi
PubMed (20.10. 2010)

PubMed Saaraln o emical ge we tor
. podobné jako v pripErruc
pristupy ,pfimé“ a ,revjm

Altaryour rout: Al E09ET

. oproti pfistupim ,klasi$
gen ale protein

. chemicka genetika se
po chemickém pust
zménach (,prima“ :
chemikalie schopné inje 2 S by poteren
chemicka genetika) [EEsw RN

G @m0 13.[Eput area o1prind
PAID: TES1045 [P Eed - 3¢ s.pplied by publiher]

. za timto ucelem jsou
nejriznéjsSich chemic
pristupné)

dultors of call growth by phenotypic screening of Saccharomipes

’

priklad: analyza endo

L o Enaymead. 3010, (14575, Epub 0
PMID: IE+=10[FubMed - In proess]
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Genomika V.

chemicka genetika

= Analyza mechanismid endomembranového transportu pristupy
chemické genetiky

v rostlinnych bunkach dochazi k velice dynamickym procesim,
zprostfedkovavanym zejména tzv. endomembranovym transportem
(viz film, GFP sméfované do ER)
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Genomika V.

chemicka genetika

= Analyza mechanismi endomembranového transportu pristupy
chemické genetiky

pomoci vyhledavani v ,knihovné®“ chemickych latek
byly identifikovany takoveé, 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 médiu 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)

ivys . ven . Imunodetekce karboxype tldaz ,
pro bliz§i identifikaci molekn NSNS ypep .

ovlivnéného jednim z identifikovanych ,,sortlnu byla ' Sortin 1
provedena analyza Jeho V|IVU na sekreC| markeroveho . - " f .ﬁ‘

proteinu (AtCH SR o - i -
tuto sekre&ni detekce vakuolarnlho fenotypu (tvaru tonoplastu) - &, o Sortin 2

kvasinek pomoci barveni specifickou barvou (MDY-64) *= ] . i o e
T 3 LAVANI
pomoci EMS mutageneze identifikace mutantd se g% fenotyp semenaéki v pfitomnosti sortint

zménénou citlivosti k sortinu 1 (hyper- nebo hypo- JE :

senzitivni mutanti)
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Genomika V.

chemicka genetika

= Analyza mechanismu endomembranového transportu pomoci
chemicke genetiky - shrnuti

(@) Mutagenesis of labeled endomembrane lines

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

. chemicka genetika v kombinaci s klasickou genetikou -

identifikace proteinl zu¢asthujicich se regulace
endomembranového transportu

. proteomické pfistupy — identifikace a analyza proteomu
vakuol
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Genomika V.
Shrnuti

= Metody identifikace funkce genu pomoci pfistupu ziskané funkce

T-DNA aktiva¢ni mutageneze

ektopicka exprese a systémy regulovatelné genové exprese

= Fenotypové profilovani
DNA a proteinové Cipy

metabolické profilovani

metody mikrodisekce

= Metody vyuzivané ve funkéni genomice rostlin

A. thaliana jako modelovy organizmus funkéni genomiky
rostlin

PCR

= Y INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
p, Tato prezentace je spolufinancovana
¥ Evropskym socialnim fondem
OP Vzdélavani
v pro konkurenceschopnost

a statnim rozpo&tem Ceské republiky

* X
* ®
# *
* *

**ﬁ

EVROPSKA UNIE



Genomika V.
Shrnuti

* Nove trendy

chemicka genetika
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Genomika V.
Diskuse
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