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Zaklady genomiky VI
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Genomika VI.

» Podstata a funkcni vyznam proteinovych interakci
» chemicka podstata proteinovych interakci

= proteinové interakce - kli¢ biologické funkce proteinu

= Metody analyzy proteinovych interakci in vivo

koimunoprecipitace (Co-IP)

tandemova afinitni purifikace (TAP-tag)

kvasinkovy dvouhybridni test (Y2H)

bimolekularni fluorescencni komplementace (BiFC)

analyza zprostfedkované membranové vazby (MeRA)
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Genomika VI.

» Podstata a funkcni vyzam proteinovych interakci

. postranni fetézce aminokyselin vstupuji do nekovalentnich interakci,
které jsou rozhodujici pro sbalovani proteint a jejich interakci s Ej
dalSimi molekulami v&etné jinych protein(

. vétSina proteind v bufice existuje ve formé& komplexd, které mohou
dale navzajem interagovat, vytvareni interakci je podstatou biologické
funkce strukturnich proteinl, regulacnich a signalnich proteim‘]

"z . o
p I’Otl I ate k I e nzym U o Only ventral follicle cells make Pipe. Complex
NA~ of Pipe, Nudel, and Windbeutel proteins is
. , , , -’ vy Dl \—’ secreted (only on ventral side). Pipe sulfates
. signalni kaskady vyuzivajici cAMP Obcyte Esembovcon des CrRUAC |2 s

nucleus activation of

twist arld snail Fleprm-smn 6 Nurse cells have deposited mRNA for Easter

complex in the egg, and the Easter protein
complex, which includes Snake and
Gastrulation defective (Gdp), is secreted
Oocyte around the egg.

o prenos signalu prostfednictvim G proteinu a cytoplasm
fosfolipasy C

0 Easter complex and Pipe complex together
cleave Spatzle.

©) Spitzle fragment activates the Toll receptor.

o Toll activates Tube and Pelle.
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Genomika VI.

= Metody analyzy proteinovych interakci in vivo

koimunoprecipitace (Co-IP)

tandemova afinitni purifikace (TAP-tag)

kvasinkovy dvouhybridni test (Y2H)

bimolekularni fluorescen¢ni komplementace (BiFC)

analyza zprostfedkované membranové vazby (MeRA)
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Genomika VI.

» Metody analyzy proteinovych interakci in vivo

= koimunoprecipitace CK +CK
CKI1-myc CKI1-myc

zalozena na izolaci proteinovych komplext pomoci

- = o= - = CKI1-HA
protilatek rozpoznavajicich jeden z interagujicich + - - + - CKI1Ho50_HA
proteind - + - - + AHK3-HA

- - + AHK4-HA
jednou z metod vyuzivajicich princip
koimunoprecipitace je tzv. pull-down assay, ktera se
vyuziva zejména pro potvrzeni interakci u proteind,
kde jiz tuto interakci predpokladame

Anti-HA

Anti-myc

Anti-HA
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Genomika VI.

= Metody analyzy proteinovych interakci in vivo

» tandemova afinitni purifikace (TAP-tag)

izolace proteinovych komplexu pomoci
rekombinantnich proteini, fazovanych s dvéma
riznymi vazebnymi doménami

- calmodulin-binding protein (CBP)
n IgG vazajici domény proteinu A (ProtA)

. misto rozpoznavané specifickou proteazou
z TEV viru (tobacco etch virus)

proteiny izolovanych komplexu jsou po rozdéleni na
1D ELFO identifikovany pomoci MS

vyhodou je pouziti dvou nezavislych proteinovych o
domén pro afinitini purifikaci a tedy velka specificita INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
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Genomika VI. N

= Metody analyzy proteinovych interakci in vivo

» dvouhybridni kvasinkovy test (Y2H)

O~ e

A. Regular transcription of the reporter gene

Detekce proteinového komplexu pomoci funkéni
rekombinace dvou nezavislych domén transkripéniho

faktoru
. jeden z proteinti (navnada, bait) fuzovany s @ 3 z —
DNA vazebnou doménou Gal4 (Gal4-BD)

- drUhy Z proteint‘] (kOFiSt, prey) fL'Jzovany s 8. One fuson protein anly (Gal4-B0 + Bait) - no transcription

aktivacni doménou Gal4 (Gal4-AD)

Interakce proteind umozni rekonstituci vazebné
domény s aktivaCni doménou a SpuSteni [ I
reportérového genu

= vizualni detekce (modré zbarveni, LacZ)
. auxotrofni selekce (rlst na MEdiu bez | L
histidinu, His)

umozfiuje vyhledavani interakénich partnerd v
expresnich knihovnach jednotlivych organismu a tkani
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Genomika VI.

* Metody analyzy proteinovych interakci in vivo

»  bimolekularni fluorescenéni komplementace (BiFC)

Proteinova interakce je detekovana na zakladé
reasociace fluoreskujiciho proteinu

o kazdy z potencialnich interakénich partnert
je fuzovan s jednou =z podjednotek
fluoreskujiciho proteinu, napf. YFP

o pfi interakci dojde ke znovuobnoveni
fluorescence

Kromé identifikace vlastni interakce umoznuje i
lokalizovat interakci v burice

zadny signal

protein 1 . protein 1
interakce

protein 2 protein 2
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Genomika VI.

= Metody analyzy proteinovych interakci in vivo

»  bimolekularni fluorescenéni komplementace (BiFC) Bl YRR-Ne AHK1:YFP-N™*

+ +

CKI1:YFP-CHA CKIM:YFP-CHA

Proteinova interakce je detekovana na zakladé
reasociace fluoreskujiciho proteinu

o kazdy z potencialnich interakénich partner(
je fuzovan s jednou =z podjednotek
fluoreskujiciho proteinu, napf. YFP

o pfi interakci dojde ke znovuobnoveni
fluorescence

Kromé identifikace vlastni interakce umoZnuje i
lokalizovat interakci v burice

BiFC patfi do metod, které jsou v soucCasnosti
oznacovany PCA (Protein Complementation Assay)
(napf. split-LUC aj.) a v modifikované verzi je mozné
analyzovat vice interakci jednoho proteinu soucasné _ o
(multicolor BiFC) e Hatare iy
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Genomika VI.

= Metody analyzy proteinovych interakci in vivo

» analyza zprostfedkované membranové vazby (MeRA)
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Genomika VI.

= Metody analyzy proteinovych interakci in vivo

» analyza zprostfedkované membranové vazby (MeRA)
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Genomika VI.

= Metody analyzy proteinovych interakci in vivo

= analyza zprostfedkované membranové vazby (MeRA)

UmozZnuje identifikaci interakci cytoplazmatickych
proteind s membranovymi proteiny

ERS1:RFP ER:RFP ERS1:RFPF ER51:RFP
+ L * ]
ATM-ETRZ:GFP GFP ATM-ETRZ:GFP ATM-ETR2:GFP ATMIGAF-ERS1:GFP

o membranovy protein je fuzovan s
fluoreskujicim proteinem

Fypathesis

e potencialni ineterak&ni partner je fuzovan
s jimym fluoreskujicim proteinem, liSicim
se svym emisnim spektrem

. v pfipadé interakce dojde ke zméné
lokalizace cytoplazmatického proteinu na
membranu (kolokalizaci s membranovym
proteinem)

baright field

ATM-ETRZ:GFP ERS1:RFP
*

GFP
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Genomika VI.-shrnuti

» Podstata a funkcni vyznam proteinovych interakci
» chemicka podstata proteinovych interakci

= proteinové interakce — kli€ biologické funkce proteinu

= Metody analyzy proteinovych interakci in vivo

koimunoprecipitace

tandemova afinitni purifikace (TAP-tag)

kvasinkovy dvouhybridni test (Y2H)

bimolekularni fluorescen¢ni komplementace (BiFC)

analyza zprostfedkované membranové vazby (MeRA)
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Genomika VI.
Diskuse
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Genomika VI.

Zavéerecna diskuse

Praktické aplikace funk€éni genomiky:

individualizovana medicina (,personalized medicine)
= pokrocilé biotechnologie

= Slechténi rostlin

T = Y INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
* * : 5,
i; : W :," Tato prezentace je spolufinancovana
* & K k Evropskym socialnim fondem
4

” OP Vzdélavani ) A %
EVROPSKA UNIE pro konkurenceschopnost a statnim rozpoctem Ceské republiky



Genomika VI.

Zavéerecna diskuse

Individualizovana medicina (,,personalized medicine®)

Jedna se o lékarsky pfistup, ktery klade duraz na systematické vyuZiti informaci o
jednotlivém pacientovi za ucelem vytvoreni individualné optimalizovaného
preventivniho a terapeutického planu.

Nékteré predpoklady:

= detailni znalost genomu pacienta, idealné kompletni genomova sekvence

= znalosti funkce jednotlivych gent véetné funkénich odliSnosti jednotlivych
alel zastoupenych v populaci

= korelace sekvencnich charekteristik s prognézami onemocnéni, s
uspésnosti terapeutickych postupu atd.
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Genomika VI.

Zavéerecna diskuse

Pokrogilé biotechnologie

http://www.efb-central.org

Nékteré priklady:

» efektivni vyuziti rostlinné biomasy pro vyrobu paliv

» ziskavani zakladnich jednotek pro vyrobu polymernich latek z zivych
organismu misto z fosilnich zdroju

» fytofarmaceutika — nové metody vakcinace jako je napfiklad exprese
protilatek, nebo antigentl vhodnych k imunizaci v rostlinach
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Genomika VI.
Zaverecna diskuse

Slechténi rostlin

http://www.efb-central.org

http://www.gmo-compass.org/

http://www.ugent.be/we/genetics/ipbo/en

Néktera fakta k zamysleni:

nase civilizace je postavena na zemédélstvi, za 10.000 let jeho existence klesla plocha potfebna k obzivé
jedince o0 90%

k zabranéni kolapsu je tfeba tuto plochu dale snizit a to ze sou€asnych 0,45 ha/osobu az na 0,2 ha/osobu
a to do roku 2050

navrat k pivodnim metodam zemédélstvi je navratem k pavodnim narokim na plochu k obzivé a je tedy
dlouhodobé neudrzitelny (Jaké trendy vidime kolem sebe v Evropé? Jak se to sluCuje se solidaritou k
rozvojovym zemim?)

intenzivni zemédélstvi = konverze vody a ropy na potraviny

cilem rostlinnych biotechnologii je vyuzit vSech dostupnych poznatkl védy ke Slechéni odrud s vétSim
vynosem pfi mensich nakladech na vodu a hnojiva

je nutna obhajoba GMO rostlin (,biotech crops®) pfed verejnosti, nebot toto budou plodiny 21. stoleti
rostouci v lepSim zivotnim prostredi ¥
neakceptovatelnost novych metod z ideologickych davodu stavi kazdého védce do obt
nerozumem, kterému musi s plnym nasazenim cCelit
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Genomika VI.

Zavéerecna diskuse

Vas ukol:

= neunavné vysvétlovat, Zze vyuzivani védeckych poznatkl, a to vc€etné
genomiky, je nutné kromé pokroku v mediciné také pro zachovani planety a
nasi civilizace

» diskuse s Sirokou vefejnosti o vyznamu a pfinosech GMO pro lidskou
spolecnost
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