Luminiscence a jeji prakticke
vyuziti 2



Luminometrické aplikace v biologii a mediciné

Technologie BRET

Bioluminescence Resonance Energy Transfer

- energie je prenasena z luciferazy (donor) na fluorofor
(akceptor), pokud se nachdzi v dostateCné blizkosti (< 10
nm)

- excitace fluoroforu > emise (a detekce) svétla
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Technologie BRET
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Technologie BRET

- meéfeni proteinovych interakci za fyziologickych podminek
(v Ztvych bunkach)

- robustnost (nizka variabilita a vysoka reprodukovatelnost)

- vysoka senzitivita

- nevyzaduje Zadnou dalSi normalizaci (pocet bunék,
koncentrace proteini)
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Technologie BRET

Vyuziti:

- epigenetické proteinove interakce
- 1nterakce signalnich proteint

- Interakce kinaz

- 1nterakce transkripcnich faktort

- Interakce membranovych proteinii

- 1nterakce proteinii s RNA
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Technologie BRET

Priklad: interakce [3-arestinu s receptorem pro vazopresin
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Technologie BRET

Pracovni postup

e

Transfekce konjugovanych
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y Ptidani ligandu .
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Technologie NanoBiT (Binary Technology)

- podjednotky luciferazy jsou konjugovany se zaymovymi
proteiny
- 1nterakce proteinl vede k sestaveni funkc¢ni luciferazy

protein A protein B

funk¢ni
luciferaza
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Technologie NanoBiT

exprese proteinil

Vyuziti

degradace a stabilizace proteinii

virové infekce
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Technologie NanoBiT

Priklad vyuziti: vazba [3-arestinu na GPCR
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Technologie NanoBiT

Priklad vyuziti: inhibice interakce p5S3/MDM2

2.0%10% -
0 i
. inhibitor ki
MDMZ  p53 O MDM2 O ps3 b
—h j £ 1.0x10¢
3
- g
SmEhT. smaiT gl ‘ § 5,0%10"-
D T T T Li L
0.001 0.0 01 1 10 100

Koncentrace inhibitoru (uM)

12



Luminometrické aplikace v biologii a medicine

Technologie NanoBiT isoproterenol forskolin propranolol

Priklad vyuziti: N J 1 ICJJCJ —.“ 1—
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