[ 14—* _.u—~ |_ kNS 'E| —|-|

Masarykova univerzita, Laboratof funk&ni genomiky a prc 's :
Laborator molekularni fyziologie rostlin

~ L Rszy, INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
W . _.'_"‘ Tato prezentace je spolufinancovana
— k ‘-"? Evropskym socialnim fondem
v | onkurenceschopnos' - 1 r A T = 1

a statnim rozpoctem Ceské republiky

* X
* *
* *
* *

***

EVROPSKA UNIE



Zaklady genomiky VI.

= Zdrojova literatura ke kapitole V:
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Genomika VI.

= Proc€ jsou proteinové interakce dulezité

=  Funkéni vyznam specifickych interakci proteina

» 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.

= Proc€ jsou proteinové interakce dulezité

ligand

Egg—

=  Funkéni vyznam specifickych interakci proteinu =

] L . ] . . . Dlacyl
VétSina proteinu v bunce existuje ve formé komplexd, ‘ 9"’“9”"
které mohou dale navzajem interagovat T ey @o @®
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- pFenos signalu prostfednictvim G proteinu a Ca2+ | | Prolims
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. 7 e 7 ~ 7 sy (egasium Downstream events:
- signalni kaskady vyuzivajici CAMP Bk
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Inte ra kce 5 Sn RNA a VI Ce neZ 50 - \ glycosaminoglycans (see Chapter 12) on the
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twist and snail Flepr

9 Nurse cells have deposited mRNA for Easter
ession complex in the egg, and the Easter protein
complex, which includes Snake and
Gastrulation defective (Gdp), is secreted
Oocyte around the egg

- regulace bunécného cyklu ytoplasm

[

© Easter complex and Pipe complex together
cleave Spatzle.

© Spatzle fragment activates the Toll receptor.

- VyVOJOVé SpeCIfICké procesy - S g::::j::‘:;:u:;:::rjll:t.e Cactus so that
napf. regulace bunécné diferenciace U sl
béhem embryonalniho vyvoje u B o e i
Drosophily merane € pie @I Y e e

‘-' | epithelium).
1

Perivitelline L 5

space (chorion 9 Spatzle fragment

and vitelline .

envelope
not shown)

) B LS i d \ "~
% o | v Ventral & / =
ot ; & follicle > . ‘ nde
OP Vzdélavani / \1 cells i - /
ol pro konkurenceschopnost ANA® © a stanim rozpoctem ueske republiky

EVROPSKA UNIE




* X
* ®
# *
* *

***

EVROPSKA UNIE

Genomika VI.

» Metody analyzy proteinovych interakci in vivo

K

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.

» Metody analyzy proteinovych interakci in vivo

= koimunoprecipitace CK +CK
CKI1-myc CKI1-myc

zalozena na izolaci proteinovych komplext pomoci - = CKI1-HA

protilatek rozpoznavajicich jeden z interagujicich + - = - 4 - = CKH1™esoHA
proteinu - 4+ - - - 4 - AHK3-HA

= = %+ = = = 4+ AHK4-HA
princip koimunoprecipitace vyuziva metoda pro
potvrzeni interakci u proteinu, kde jiz tuto interakci
predpokladame pomoci tzv. pull-down assay

Anti-HA

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.

= Metody analyzy proteinovych interakci in vivo

» dvouhybridni kvasinkovy test (Y2H)

O~ e

A. Regular transcription of the reporter gene

izolace proteinovych komplexu pomoci
rekombinantnich proteint, kazdy z nich fuzovany s
¢asti transkripéniho faktoru Gal4

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

z &
[ ] [ [Reportergene(JLacq |

- 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 aktivatni doménou a spusténi
reportérového genu

= vizualni detekce (modré zbarveni, LacZ)
. auxotrofni selekce (rust na médiu bez 3
hiStidinU, HlS) Eporter dene Ul ac

D. Two fuson proteins with interacting 8

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

» Metody analyzy proteinovych interakci in vivo

»  bimolekularni fluorescenéni komplementace

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 ﬂ
. pfi interakci dojde ke znovuobnoveni e
fluorescence
CKI1:YFP-Nm™© AHK1:YFP-Nme
+ +
Kromé identifikace vlastni interakce umoZzfiuje | CEFEIERG CHIGrER=C

lokalizovat interakci v burice

bright field
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Genomika VI.

= Metody analyzy proteinovych interakci in vivo

» analyza zprostfedkované membranoveé vazby (MeRA)

Umoznuje identifikaci interakci cytoplazmatickych
proteinl s membranovymi proteiny

ERS1:RFP ER:RFP ERE1:RFP ERS1:RFP
* 4 * *
ATM-ETRZ:GFP GFP ATM-ETRI:GFP ATM-ETR2:GFP ATMIGAF-ERS1:GFP

o membranovy protein je fuzovan s
fluoreskujicim proteinem

hypothesis

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

o v pfipadé interakce dojde ke zméné

lokalizace cytoplazmatického proteinu na
membranu (kolokalizaci s membranovym
proteinem)

Excitation Emission

bright field

ATM-ETRZ:GFF ERS1:RFF ER:RFF ERS1:RFF ERS1:RFF
* * * -

GFP GFP ATM-ETR2:GFP ATMIGAF-ER51:GFP

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Normalized absorbance
Normalized fluorescence
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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)

FARNN

vl @ U

P..::ERS1:RFP + P, ::ATM-ETR2:GFP
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Genomika VI.-shrnuti

= Proc€ jsou proteinové interakce dulezité

=  Funkéni vyznam specifickych interakci proteina

» 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.

Zavéerecna diskuse

Praktické aplikace funk€éni genomiky:

individualizovana medicina (,personalized medicine)
= pokrocilé biotechnologie

= Slechténi rostlin

T = Y INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
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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.

Y INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
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Genomika VI.

Individualizovana medicina

Personalized Medicine:
The Changing Landscape of Healthcare

Personalized Medicine

"LL

The right treatment for

R T [P p— the right person at the
right time

Current Practice

Edward Abrahams, Ph.D.
Executive Director
Personalized Medicine Coalition

ANI
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Genomika VI.

Individualizovana medicina

Hypertension Drugs
ACE Inhibiters

Heart Failure Drugs
Beta Blockers

Anti Depressants

Cholesterol Drugs
Statins 100,000 deaths per year

Just in hospitals: about 6.7% of patients (2.2 million)
experience serious adverse drug reactions

Asthma Drugs

— Mﬂmm

Serious adverse drug reactions in even smaller
percentages of treated populations have led to the
withdrawal of several drugs from the market

“Are good drugs going to the wrong people?”

*Reintroducedin 2002 after a very strong campaign from patients who saw it as an im portant drug that should be made available again, even with restrictions N i
* X
*

* *

L] - ralu precoinace jo spuiunnanvuvdinad

\_L\ws‘\
Vens

* *
* oy Kk

g 1 & Evropskym socialnim fondem
OP Vzdélavani ,/i.j4 . “\1\,-
pro konkurenceschopnost NA

EVROPSKA UNIE il a statnim rozpoctem Ceské republiky



Genomika VI.

Individualizovana medicina

Reactive Medical Care

Switch Drug Again
=
Switch Drug
7
Select Drug

________________________________ e
Diagnosis

Efficient Medical Care

Diagnose Disease; Treat Symptoms; Costly, Trial and E

/
Diagnosis/Prognosis

Predisposition - Screening

Health Management; Molecular Screening; Early Detection;

" Rapid Effective Treatment; Improved Quality of Care i
* -
Pt .o.
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Genomika VI.

» |ndividualizovana medicina

»  \Vyuziva znalosti lidského genomu k predikci
»  zdravotnich rizik
= citlivosti k danému typu léCby

= Problémem je multigenova podminénost vétSiny lidskych
onemochent Goh et al., 2007

) Connective ti
) Cermatological
) Developmental

Gastmintestinal
@ Hematological
O Immunological
@ letabolic
@ nruscular
@ Meurobogical
0 Mutritional
@ Ophthamological
@ Fsychiatric
® Feral
O Respiratory
@ Sheletal
C} multiple
() Unclassified
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Genomika VI.

= |ndividualizovana medicina

= Re3enim je pristup systémové biologie
= vyuziva napf. genové klastrovani pro identifikaci genu
podilejicich se na pozorovanych jevech
Dietel and Sers, 2006

Large cell

Small cell

list of genes

Squamous

W M = W @m W
WM AAANNTN

below  median  above VESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
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Genomika VI.

» |ndividualizovana medicina

= Po identifikaci genu asociovanych s rezistenci moznost
vyuziti  nizkodenzitnich  microarrays pro identifikaci
potencialni rezistence napf. nadorovych obnemocnéni

Dietel and Sers, 2006
DNA resistance array

Fresh clinical tumor material
obtained by surgery

Ty
T
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colon cancer

Pattern reading :

Probability of suspicion of
resistance for

Topotécan- '
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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.

0.45

Slechténi rostlin

04

0.35

0.3

0.25
http://www.efb-central.org 015
http://www.gmo-compass.orq/ 0?6; .
http://www.ugent.be/we/genetics/ipbo/en 0

1961 1997 2050

hectares per capita

Néktera fakta k zamysleni:

Source: UN Millennium Ecosystem Assessment

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

» Kk 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 puvodnim metodam zemédélstvi je navratem k pivodnim 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 poznatk védy ke Slechéni odrud s vétSim
vynosem pfi mensich nakladech na vodu a hnojiva

= neakceptovatelnost novych metod z ideologickych dlivodu stavi kazdého védce do obt
nerozumem, kterému musi s plnym nasazenim cCelit

x INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
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Genomika VI.

= Geneticky Modifikované Organismy (GMO)

K%

Organismy, nesouci upravenou viastni nebo cizi 90z jiného
organismu) genetickou informaci, umoznujici cilené zmeény
daného organismu a jeho vyuziti pro dany ucel

GMO rostliny, moznosti vyuziti
=  ZvySeni odolnosti ke Skidcum
= ZvySeni vynosu bez nutnosti pouzivat pesticidy,
fungicidy, insekticidy

= Tolerance k herbicidim
»  Snizeni zatizeni prostfedi herbicidy

=  zvySeni tolerance k chladu, suchu a zasoleni pudy
=  ZvySeni vyuzitelnosti péstebnich ploch v aridnich
oblastech
»  Snizeni spotfeby vody pro zemédélstvi

= Produkce farmaceuticky vyuzitelnych latek (biofarmak)
v rostlinach
= ZvySeni dostupnosti nékterych zasadnich |éCiv
(inzulin) v chudych oblastech svéta

~ ’ INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

-~

OP Vzdélavani
pro konkurenceschopnost

Tato prezentace je spolufinancovana
Evropskym socialnim fondem

a statnim rozpo&tem Ceské republiky




* X
®

* *
* *
**ﬁ

EVROPSKA UNIE il

Genomika VI.
GMO, pro a proti

=  ZvySeni odolnosti ke Skidcum
= ZvySeni vynosu bez nutnosti pouzivat pesticidy,
fungicidy, insekticidy
= BTryze
» Exprese zkracené verze genu pro delta-
endotoxin, crylA(b z Bacillus thuringiensis,
ktery ma insekticidni uCinky
» Existuji studie  prokazujici  potencialné
negativni vliv i na jiny nez Skodlivy hmyz,
prukaznost neni zcela jasna
» Frekvence pfenosu pylu na jiné druhy
(kfizeni) byla zjisténa v rozsahu 0,05-

0,53%
=  Negativni vliv silnych pesticidd pouzivanych v
soucasném zemédélstvi je ovSem
jednoznacny

SRTER 517@1
Ny £

OP Vzdélavani 4 a7
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pro konkurenceschopnost ANA®

Ming High 2004



Genomika VI.
= GMOQO, pro a proti

= ZvySeni nutricnich hodnot
= Zlata ryze (golden rice)
= Vlozeni nékolika enzym( pro biosyntézu 3
karotenu

=  Zabranéni problémim se zrakem u velké Casti
populace v Indii a Ciné

» Detoxifikace cizrny (Lathyrus sativus)
= Rezistentni k suchu

=  Zdroj obzivy pro velkou Cast populace v Africe
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Genomika VI.
= GMOQO, pro a proti

» Nebezpecli vzniku alergii
=  GMO rostliny obsahuji vzdy jen jediny nebo nékolik
malo vnesenych genu a jsou velmi peclivé testovany

= Naopak daleko méné jsou testovany nové odrudy, pfi
jejichz Slechténi se velmi C€asto pouzivaji silné
mutageny, napf. rentgenové zareni a kde dochazi ke
vzniku desitek a stovek novych mutaci najednou Sunday 20th May
LIBERATE THE GM POTATO FIELD BN WETTEREM

= O zékazu péstovani GMO ve Svycarsku rozhodlo 2 &
referendum :
= 30% populace EU se domniva, zZe pouze
transgenni rostliny maji geny a odmita je jist...

B
——

s

oy = ek
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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

» Zadna technologie neni bez rizika, ani GMO, ale neni mozné délat z GMO
straSaka a démonizovat je — za tim je tfeba hledat financn
nékterych firem a zaslepenost ,radobyochrancu svéta“ vSeho dr
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Genomika V.
Diskuse
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