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Vyuziti imunoprecipitace
Prima
- protilatka je imobilizovana na pevném podkladu (napf.
paramagnetickych nebo agardézovych/nemagnetickych
kulickach), vaze antigen a vysrazi jej ze smési
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- elektroforéza, western
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V A

Pouziti imunoprecipitace pro studium meziproteinovych interakci

technika kombinujici imunoprecipitaci za nativnich podminek a westernovy prenos (,,co-immunoprecipitation®)

Postup:

- precipitace cilového proteinu z bunéénych extraktu protilatkou za takovych podminek, které nenici vazby
mezi proteiny

- cilovy protein se precipituje v komplexu se svymi prirozenymi partnery

- purifikované komplexy se denaturuji a podrobi SDS-PAGE

- pritomnost soucasné precipitovanych partnerskych proteinl se stanovi westernovym prenosem
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Izolace specifickych proteinu (tzv. pull-down assay)

Gluathione affinity Pull-down assay
resin
T GST-t
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GST-tag fused bait protein immobi- After Cell lysate addition,the inter- Unbounded proteins are eluted, Elute protein-protein in-
lized to glutathione affinity resin acting proteins will be bounded and the interacting proteins teraction complex

https://www.youtube.com/watch?v=euHjpUs20YE
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Detekce DNA/RNA vazebnych mist

(napf. ChIP =
Chromatin Immunoprecipitation)

Detection
MB—Zdﬁgm%éiﬁipggi ndainterakci
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ChlIP

https://www.youtube.com/watch?v=fQYJnDxZktM

ChIP-seq

https://www.youtube.com/watch?v=7_-Or4ARyHO

https://www.youtube.com/watch?v=rInNODkIF40

MB-2019-analyza proteind ainterakci



Imunohistochemie

- urcuje, ve kterych burikach je dany protein pritomen (obdoba hybridizace nukleovych kyselin in situ)
- urCuje, ve které casti bunky je dany protein pfitomen (membranovy, cytoplazmaticky, jaderny) —
lokalizace naznacuje funkci

Y )_ pfipojeni na fluorescenéni

)__ barvivo, koloidni Castici zlata er
}_ -k nebo jinou specialni znaéku 1@%
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E Fluoreskujici protildtka vaZe Zlaterm oznatena protilatka

= antigen A ve tkani a lze ji se vale na antigen A ve tkani

=  detegovat ve svételném a lze Ji odhalit v elektronovém
mikroskopu. Antigenem je tu mikroskopu. Antigenem je opét
pektin v rostlinnych bunkach. pektin ve sténé rostlinné bunky.
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