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Osnova

= Metody analyzy genové exprese

= Kvalitativni analyza exprese genu
= Pfiprava transkripéni fluze promotoru analyzovaného genu s
reporterovym genem (gen zpravodaj)
= Pfiprava translacni flze kodujici oblasti analyzovaného genu s
reporterovym genem
=  Vyuziti dostupnych dat ve verejnych databazich
» Tkanoveé a bunécné specificka analyza genové exprese
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Osnova

Metody analyzy genove exprese
= Kvalitativni analyza exprese genu

= Pfiprava transkripéni fluze promotoru analyzovaného genu s
reporterovym genem (gen zpravodaj)
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(Genova exprese

o Transkripéni flize s promotorovou oblasti

: Identifikace a klonovani promotorové oblasti genu

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

5 UTR

TATA box ATG...ORF reportérového genu
promotor . _
pocatek transkripce
I‘BamHI
GAGGAGGCACAAAATGACGAA — /- TGTATTCTTTTGTTATCAAAGGGT TTCGACTT TGCTCCGAGGAA GAAGA TAA GGATCCCCCGGGTAGGT CAGTCCCT TATGT TACGT CCTGI AGAAACCCCAACC
@RI PRV GQ SL ML RPVYV ETU®PT

/" —— -

-2739

GAGGAGGCACAARATGACGAA —//- GTTATACAAGT TCACT CAAAT GATGGTGAAAGT TACAAACCTT GTGCCTTCACGTCGGATCCCCCGGETAGGT CAGTCCCT TATGT TACGT CCTGT AGAAACCCCAACC
M MV KV T KLY ASURRIPRYGQSLMLRPVYV ETZPTI

— intron

.
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(Genova exprese

Transkrip€ni flize s promotorovou oblasti

: Identifikace a klonovani promotorové oblasti genu

2 pfiprava rekombinantni DNA nesouci promotor a reportérovy gen

(uidA, GFP)
i priprava transgennich organismud nesoucich tuto rekombinantni DNA a

jejich histologicka analyza




Osnova

Metody analyzy genove exprese
= Kvalitativni analyza exprese genu

= Pfiprava transkripéni fluze promotoru analyzovaného genu s
reporterovym genem (gen zpravodaj)

Pfiprava translacni fuze ko&dujici oblasti analyzovaného genu s
reporterovym genem
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Genova exprese

o Translaéni  faze kodujici oblasti analyzovaného genu s
repotérovym genem

. Identifikace a klonovani promotorové a kodujici oblasti analyzovaného
genu
. priprava rekombinantni DNA nesouci promotor a kodujici sekvenci

studovaného genu ve fuzi s reportérovym genem (uidA, GFP)

TATA box S"UTR ATG...ORF analyzovaného genu....ATG...ORF reportérového genu........ STOP

promotor

BamHI

GAGGAGGCACAAAATGACGAA —f/— TGTATTCTT TTGTTATCAAAGGGT TTCGACTT TGCTCCGAGGAA GAAGA TAATATGA GGATCCCCCGGGTAGGT CAGTCCCT TATGT TACGT CCTGT AGAAACCCCAACC
@RI PRV GQSLMLRPVETEPT

/7 ) 7/

2739

BamH|

TGGTGAAAGI TACAAAGCTT GTGGCTTCACGTCGGATCCCCCGGGTAGGT CAGTCCCT TATGT TACGT CCTGT AGAAACCCCAACC
M MV KV T KLVASR RRI PRYGQSL ML RPY ETZPT

GAGGAGGCACAAAATGACGAA - J/- GTTATACAAGT TCACT CA

— intron

e




Genova exprese

o Translaéni  fuze kodujici oblasti analyzovaného genu s
repotérovym genem

. pfiprava transgennich organismu nesoucich tuto rekombinantni DNA a
jejich histologicka analyza

. oproti transkripCni flzi umoznuje analyzovat napf. intracelularni lokalizaci
genového produktu (proteinu) nebo jeho dynamiku

PIN1-GFP in Arabidopsis Histone 2A-GFP in Drosophila embryo by PAM



Osnova

= Metody analyzy genové exprese

= Kvalitativni analyza exprese genu
= Pfiprava transkripéni fluze promotoru analyzovaného genu s
reporterovym genem (gen zpravodaj)

Pfiprava translacni fuze ko&dujici oblasti analyzovaného genu s
reporterovym genem

=  Vyuziti dostupnych dat ve verejnych databazich
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Genova exprese

0 Analyza exprese pomoci Genevestigator (AHP1 a AHP2,
Arabidopsis, Affymetrix ATH 22K Array)

252184 _at W 256749_at
Arabidopsis thaliana arri  Arabidopsis thaliana arrays
callus H & f—rallus i &
—cell suspension L ) an —cell suspensiaon —— an
—seedling ) 996 —seedling [ ] 936
—cotyledons » -] F—cotyledons HH a
— hypocotyl > 5] — hypocotyl —— ]
—radicle —— 23 —radicle . 23
—imbibed seed » 26 —imbibed seed —g— 26
—inflarescence » 562 —inflorescence W 562
—flower » 17z —Tflawer H 172
carpel 15 carpel HH 15
ovary E q avary HiH
stigrma 3 stigma
petal L & petal ——
sepal [ ] [ sepal
stamen ® 43 stamen
—pollen & z —pollen
pedicel » 3 pedicel
—siligue [ ] 17 —silique
—seed L ] 121 —seed
embrya L ] a ermbryo
endosperm ] a endosperm
—stem L ] a0 —stem g =0
—node [} 2 —hnode [ ] 3
—shoot apex i) 137 —shoot apex L ] 127
—cauline leal E ) ] —cauline leaf HiH ]
—rosette ® o085 —rosette L ] 965
—juvenile leaf [ 103 —juvenile leaf - 0z
—adult leaf [ ] 248 —adult leaf HH 48
— petiole f ] 12 — petiale [ ) 12
—senescent leaf E ) 2 —senescent leaf » =
—hypocotyl : 36 — hypocotyl [ J 36
3yl ern ® a wylem HiH a
cork [ ) a cork HiH a
—roots HigH 230 —roots - 330
{—lateral root A 2 5 [ lateral root ——— 5
f—root hair zone 4 [—root hair zane
—roattip 4 [—roottip
—elongation zone 4 10 —elongation zone
—endodermis 3 —endadermis 3
r—endodermis+cortex 2 —endodermis+cortex 3
—epid. atrichoblasts = —epid. atrichablasts S
—lateral root cap 2 — lateral root cap 3
—stele 3 —stele 2




Genova exprese

o Analyza exprese pomoci Genevestigator (AHP1 a AHP2,
Arabidopsis, Affymetrix ATH 22K Array)

255184 _at Pz56744 at
2 565 2 ETT
23207 7 528
2 0941 2379
1 558 223
1 G241 2082
1380 1933
11541 1784
012 1635
G52 1486
443 1 1337
2121 1122
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Genova exprese

o Analyza exprese pomoci Genevestigator (AHP1 a AHP2,
Arabidopsis, Affymetrix ATH 22K Array)




Genomika IV.

Metody identifikace funkce genii pomoci ptistuptll ziskané funkce

T-DNA aktiva¢ni mutageneze

ektopicka exprese a systémy regulovatelné genové exprese

= Fenotypoveé profilovani

DNA a proteinové Cipy
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Genomika IV.

= Nov¢ trendy

. chemicka genetika
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Genomika IV.

= Analyza genové exprese

Metody kvalitativni a kvantitativni analyzy genové exprese

Metody i1dentifikace funkce genti pomoci ptistupti ziskané funkce

T-DNA aktiva¢ni mutageneze

= ektopicka exprese a systémy regulovatelné genove exprese
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Genomika IV.

Metody identifikace funkce genti pomoci pristupti ziskané funkce

. T-DNA aktiva¢ni mutageneze

metoda umoziujici izolaci dominantnich mutantli prostfednictvim
nahodné inzerce konstitutivniho promotoru, vedouci k nadmérné
expresi genu a tim odpovidajicim fenotypovym zméndm

prvnim krokem je pfiprava mutantni knihovny pfipravené pomoci
transformace silné¢ho konstitutivniho promotoru nebo zesilovace

nasleduje vyhledavani zajimavych fenotypt

identifikace zasaZené¢ho genu napt.pomoci plasmid-rescue
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Genomika V.
aktivacni mutageneze
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|zolace genu CKI/1

- Tatsuo Kakimoto, Science 274 (1996), 982-985 *

- izolace genu pomoci aktivacni mutageneze

- mutantni fenotyp je fenokopii exogenni

aplikace cytokininu (CKI1, CYTOKININ
INDEPENDENT 1) plasmid 355 CK1
rescue cDNA

t-zeatin

no_hormones
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Genomika IV.

ektopicka exprese a systémy regulovatelné genové exprese
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Genomika IV.

| Systémy regulovatelné genové exprese

umoznuji c¢asovou nebo mistné specifickou regulaci genové

exprese, vedouci ke zmeéné fenotypu a tim identifikaci pfirozené
funkce genu

= pOP systém
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Genomika V.
systemy regulovatelné exprese,
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Genomika V.
systemy regulovatelné exprese,
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Genomika V.
systemy regulovatelné exprese
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Genomika IV.

| Systémy regulovatelné genové exprese

umoznuji ¢asovou nebo mistné specifickou regulaci genové

exprese, vedouci ke zméné fenotypu a tim identifikaci pfirozené
funkce genu

pOP systém

= UAS systém
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Genomika IV.

Fenotypoveé profilovani

DNA a proteinové Cipy
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Genomika IV.

=  Fenotypove profilovani

. DNA a proteinové Cipy

metoda umoziujici rychlé porovnani
gent/proteinli mezi testovanym a

nejcastéji jsou pouzivané oligo DNA Cipy

. k dispozici komercéné dostupné sady pro cely genom
' Critical Specifications

Mumber of arrays Ona

Murmber of saquance raprasanted =24, 000 gene saqua noes
Featura siza 18 pm

Qliganucleot de probs langth 25-mar

Proba pairs/saquence n

Control saguances E. coli genes bioB, bioC, bioD.

B. subiiis gane =4, Phaga P1 cre gane.
Arabidopsis maintenance genes GAPDOH,
Ubiquitin, and Actin

Diatection sansitivity 1A00,000%

=45 medsured by detactlon In comparative analysis between a complex target contalining splked
control transcri plions and a complex target with no spikes.

n pro analyzu exprese, ale napf. 1 genotypovani (SNP
zmy, sekvenovani pomoci Cip, ...)
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Genomika IV.
DNA &ipy

DNA Cipy, analyza vysledku

. pro spravnou interpretaci vysledkii je nutnd dobra znalost

pokrocilych statistickych metod

= je nutné zahrnout dostateény pocet kontrol 1 opakovani

kontrola na pifesnost méfeni (opakované meétfeni na
nckolika ¢ipech se stejnym vzorkem, vyneseni
analyzovanych na proti sob¢)

/\Express

"-‘, o+ -
wtai

r

~

ion of 195M6T7 in response to chemical

treatment

Ham

e | About TAIR | Sitemap | Contact | Help | Order | Login

Search | Tools | Arabidopsis Info | News | Links | FTP | Stocks

Experiment: Aluminum Stress

| [Gene ~| Searchl

kontrola reprodu(?lblllty méfeni (opakované meéfeni s Experiment e Sides® N Ama L
, 1zolovanymi za na Slide Details
-stejné podminky proti sobé Slide R ate | enlicate |REVETse ;
‘] p y p ) (name 7 : E;::)er;al (L R;';':‘f?te replicate Sample ? Exvpaerli'lamb::rlstal Labell  cof Data 2
description) @:name) ?
. e —— e —
1 R
‘ ' HoekengaS7 7304_Cy3.7305_Cy5 g”ﬁf‘zzf%uﬁg) Cy3
identifikace . / 63:
g‘t;“gg%m 7F3%3' Aluminum |technical Aluminum (50 Download
[strong spfhtial Stress 5M AICI3,
.. ; . . bias] 7304 Cy5.7305 Cy3|pool of 3, 8, Cy5
kone¢n¢ vyneseni experimentu proti kontrole nebo and 24 hours)
riznych podminek proti sobé — vlastni vysledek X AL
HoekengaSay 7304_Cy5.7305_Cy3|pool of 3,8, | Cy3
. 64: and 24 hours)
Aluminum M . )
Stress 2 7305 minum |technical | 63 load
[strong spatia %5&. no treatment_|_==
LEs] and 24 hours)| C¥°
S : : DO ROZVOJE = LAVANI
W W 14 W 14 14 (e} [s] 4 o -
. v soucasnosti je jiz velké mnozstvi vysledki riznych experimenti CHeRE/ Yavd

lokalizovanych ve vetejné pristupnych databazich
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Genomika V.
proteinove Cipy

Proteinové Cipy

¢ipy s vysokou denzitou obsahujici fadové 10* proteina

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

mozZnost pouzit protilatky — stabilnéj$i nez samotné proteiny
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Genomika IV.
proteinové Cipy

= [dentifikace proteinli interagujicich s cytoplasmatickou casti integrinu
o, PB; krevnich desticek

exprese cytoplasmatické casti  jako
fazniho peptidu biotin-KVGFFKR

(a) Inteqrin y,ps

s}
d) f""

«f@é

analyza vazby s proteinovym cCipem
obsahujicim  37.000 klond  E.coli
exprimujicich  lidské  rekombinantni

proteiny l

Clchannel probe
Pepnde pulldown ass:

KVGFFKR peptide Integ rin probe /

potvrzeni interakce pull-down analyzou

KAAAAAR trol
tida 1 k initaci I'ch teind (b) Peplide synthesis: e \
pepudu 1 Koprecipitacl celycn proteinu KYGFFKR Sereening of 37 000 ﬁ
(ChloridOV}” kanal ICh’l) -KAAAAAR control P#él:(?nhgfgrrss%ﬁg cﬁlsones o
binding of KWVGFFKR 205 T
pride to 19 cl -
\Fnimg.ig%m e vl 4
a chloride channel. z
dalsi wvyuziti napt. pii identifikaci Intedrin probe
b t ,to kmé kd S bStI'é,t jSO Co-precipitation of chloride channel
substratu z, y su y u

and integrin ay,fs from platelet lysate

/

. o r >

navazany na ¢ip a vystaveny puisobeni e e
kindz za pfitomnosti radiokativné -Surface plasmon resonance
znaCeného ATP (768 purif. proteini Brug Dicoveny Tocey
je€mene, z nich 21 identifikovano jako _
subtraty kindzy CK20, Kramer et al., Lueking et al., 2005
2004)
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Genomika IV.

= Nove¢ trendy
. chemicka genetika

. pojem chemicka genetika — vice nez 50.000/66.038 zaznami v databazi PubMed
(16.10.2008/3.11.2011, nartst 32%)
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Genomika IV.

chemicka genetika

Analyza mechanismii endomembranového transportu pfistupy
chemicke genetiky

. v rostlinnych bunkach dochazi k velice dynamickym procesim,
zprostredkovavanym zejména tzv. endomembranovym transportem (viz
film, GFP smétované do ER)
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Genomika IV.

chemicka genetika

Analyza mechanismii endomembranového transportu pfistupy

chemicke genetiky

pomoci vyhleddvani v ,.knihovn&“ chemickych latek byly
identifikovany takové, které vedou u kvasinek (S.
cerevisiae) k sekreci enzymu (karboxipeptidazy Y), ktera je
normaln¢ transportovdna pomoci endomembranového
transportu do vakuoly

analyza zmény sekrece pomoci dot-blotu a
imunodetekce karboxipeptiddzy Y v kulti-
vatnim médiu  pomoci  monoklonélnich
protilatek

chemicka struktura sortint

identifikované latky (,,sortiny*) byly schopny vyvolat
obdobné zmény 1 u Arabidopsis (konzervované mechanismy
transportu u kvasinek i u rostlin)

ceu, - . . L, Imunodetekce karboxypeptidaz
pro blizsi identifikaci molekuldrniho K=" plleb R ¢l

jednim z identifikovanych ,,sortini*“ byla provedena analyza
jeho vlivu na sekreci markerového proteinu (AtCPY) —

sortin 1 inhibuje S )
detekce vakuolarniho fenotypu (tvaru tonoplastu)

kvasinek pomoci barveni specifickou barvou (MDY-64)

pomoci EMS mutageneze identifikace mutanti se
zménénou citlivosti k sortinu 1 (hyper- nebo hypo-
senzitivni mutanti)

Ggmguw':-o'g_[mgﬂ]
H..ﬂ
e @& o o
LAVANI

fenotyp semenacki v pritomnosti sortint
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RNA localization

0  mRNA is targeted into specific cell compartments in the embryo
0  of Drosophila

St.2 S5t.5

Le cuyer et al., Cell, 2007



RNA localization

MRNA is targeted into specific cell compartments in the embryo
of Drosophila

s Rl
du T -...1-_: ¥ ‘_

mira

Le cuyer et al., Cell, 2007



RNA localization

MRNA is targeted into specific cell compartments in the embryo

Ste12DOR Ste12DOR
Le cuyer et al., Cell, 2007



RNA localization

0  mRNA is targeted into specific cell compartments in the embryo
of Drosophila

CG14438

aniflin

Le cuyer et al., Cell, 2007



RNA localization

0 mRNA is targeted into specific cell compartments and co-
localizes with its protein products in the E. coli

MS2-GFP/ bglFg,xgs BglF-mCherry

Nevo-Dinur et al., Science, 2011



RNA localization - methods

o MS2 system
!- MS2-GFP Chimeric Protein

mRNA Reporters

Min2 Himding Setes

ASHT VYUTR
& lermimalor

lacZ -MS2-ASHI

VIS Blnddmp Sites

AIMNIH SUTR
& tervaimalor

lacZ -MS2-ADHII

Nevo-Dinur et al., Science, 2011



RNA localization - methods

0 mMRNA is targeted into specific cell compartments and co-
localizes with its protein products in the E. coli

Nevo-Dinur et al., Science, 2011



RNA localization - methods

0 mMRNA is targeted into specific cell compartments and co-
localizes with its protein products in the E. coli

(a)

3!

Schenberger et al., Plant J, 2012

Target RNA {b)
5 Fluorescent RBP constructs
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Target RNA constructs  16xboxB / 6xM52
Loops

Loops
16xboxB / 6xMS2
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Genomika IV.

chemicka genetika

genetiky - shrnuti

GFP::d-TIP zna¢eni mebrany vakuoly (tonoplastu) a
identifikace mutaci vedouci ke zméné¢ morfologie tonoplastu

chemicka genetika v kombinaci s klasickou genetikou -
identifikace proteinii za¢astnujicich se regulace
endomembranového transportu

proteomické ptistupy — identifikace a analyza proteomu vakuol

Analyza mechanismii endomembranového transportu pomoci chemicke

{a) Mutagenesis of labeled endomembrane lines

Map-based
m»- o

Wildtype Mutant

{b) Chemical genomics
Sortin1

AICPY
{c) Proteomics of purified compartments

Purified vacuoles

mw Wit

1-0 SDS PAGE

Ll P AL T
Cut ng II'I.fD slicas o iOII 400 [0 B0 1000 1200 1400
and digest

Mano-LC MSMS
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Genomika IV.
Shrnuti

= Metody identifikace funkce genti pomoci ptistupt ziskané funkce
. T-DNA aktiva¢ni mutageneze
. ektopicka exprese a systémy regulovatelné genové exprese

= Fenotypove profilovani
. DNA a proteinové Cipy

||

Metody vyuzivané ve funkéni genomice rostlin

A. thaliana jako modelovy organizmus funk¢éni genomiky rostlin

ptiprava transgennich rostlin
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Genomika IV.
Shrnuti

= Nov¢ trendy

. chemicka genetika
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Osnova

Metody analyzy genove exprese
= Kvalitativni analyza exprese genu

= Pfiprava transkripéni fluze promotoru analyzovaného genu s
reporterovym genem (gen zpravodaj)
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Diskuse
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